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Uber in vivo indoxylbildende Verbindungen 
der o-Nitrozimtsdurereihe 
Von 
F. Bohm 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstitte der Allg. Pensionsanstalt 
in Neu-Schmecks, Slowakei) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. April 1939) 


Wegen der Beziehungen der o-Nitrozimtsiure und ihrer 
Derivate zur Indoxyl- bzw. Indigobildung wurden einige hierher 
gehérige Verbindungen auf ihre in vivo indoxylbildende Fiahig- 
keit gepriift. 

o-Nitrozimtsaure. Kaninchen, die, wie in allen besprochenen 
Versuchen, 14 Tage lang mit 400 g Kraut gefiittert wurden, er- 
hielten die Nitrozimtsiiure in iquivalenter Menge 0,1 n-NaOH 
gelist per Sonde. Das Indican wurde hier und in den iibrigen 
Versuchen auf Grund der Rose-Extonschen Reaktion!) photo- 
metrisch bestimmt, kann aber selbstverstiindlich auch nach Ober- 
meyer bestimmt werden. 

















Tabelle I 
 Endicanaus- [| SsIndicanans- 
Nr. scheidung pro Tag Nitrozimtséure oe scheidung pro Tag 
in mg im mg in mg 
! he 2000,3 6,55 
2 4,25 2000,3 6,10 
3 6,15 2001,3 8.8 











Aus der Tabelle geht hervor, daB die o-Nitrozimtsiure, auch 
in groBen Mengen verabreicht, kein Indoxylbildner ist, die ent- 
sprechenden Befunde von Hoppe-Seyler?”) und Houssay) 
konnten also bestitigt werden. 

Die nach 24 und 48 Stunden entleerten Urine wurden nun mit 5 n-H,SO, 
kongosauer gemacht und im Schottschen 2 L-Perforator 30 Stunden mit 
Ather extrahiert. Aus dem Ather schied sich noch wihrend der Extraktion 


cine braune krystalline Masse ab, die in Wasser sehr schwer léslich war 
ind nach Behandlung mit Tierkohle in Form yon weiBen, verfilzten Nadeln 
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krystallisierte. Diese begannen bei 150° zu sublimieren und schmolzen jj 
einer zugeschmolzenen Capillare bei 239°. Dasselbe Verhalten zeigte auc 
reine o-Nitrozimtsiure, mit der die isolierte Substanz vermischt, denselbe, 
Schmelzpunkt zeigt. Die reine Siure schmolz bei 238,5°. Es handelt sic 
also um die Ausscheidung von unveriinderter o-Nitrozimtsiure. 

Nach der Extraktion wurde der Ather abdestilliert und der Riickstay) 
nach Knoops Vorschlag zur Entfernung der die Krystallisierung |}, . 
hindernden Stoffe mit Wasserdampf destilliert (Destillat 1500 cem). Die 
Lisung wurde mit Tierkohle behandelt und auf dem Wasserbad eingeengt, 
Der krystallisierte Riickstand wurde in einer gerade geniigenden Menge 2) 
NaOH gelést, das Volum auf 20 ccm mit Wasser aufgefiillt und mit kon 
zentrierter HCl angesiiuert. Danach fiel noch eine Menge Nitrozimtsiiur 
aus, die abgesaugt und mit eiskaltem Wasser gewaschen wurde. Die ge. 
trocknete und mit der oben isolierten Menge vereinigte Ausbeute an un- 
verinderter o-Nitrozimtsiure betrug 2,37 g. Das von der Nitrozimtsiiure 
befreite Filtrat wurde nun wieder mit Ather extrahiert. Nach dem A). 
destillieren des Athers, der kongosauer reagierte, konnte eine geringer 
Menge einer schwach gelben Substanz isoliert werden, die nach 2 maligen 
Umkrystallisieren aus Wasser 0,72 g wog und bei 147° schmolz. Sie ist 
also als o-Nitrobenzoesiiure anzusprechen. Da Zimtsiiure im Organismus 
als Benzoesiiure bzw. als Hippursiiure ausgeschieden wird, konnte die Aus- 
scheidung der Nitrobenzoesiiure in diesem Falle wohl erwartet werden, 
Da nun eine verhiltnismiéBig groBe Menge der Nitrozimtsiiure verabreicht 
wurde, verfiel ein Teil der angebotenen Substanz nicht dem Abbau unl 
erschien unverindert im Urin. Zum selben Resultat kam, wie spiiter aus 
einem Literaturhinweis festgestellt werden konnte, Tamura‘). 


Zusammenfassend stellen wir also fest, dab die o-Nitrozint- 
siiure im Organismus, auch in gréBeren Mengen verabreicht, kein 
Indoxylbildner ist, zum Teil unveriindert ausgeschieden wird, ei 
kleiner Teil auch zur Nitrobenzoesiure abgebaut wird. 


o-Nitrocinnamylmethylketon (o-Nitrostyrolmethylketon, o- Nitr- 
benzylidenaceton). Die Verbindung wurde nach v. Baeyer und Drewsen 
aus o-Nitrophenyl-é-milchsiureketon durch Kochen mit Essigsiiureanhydri 
hergestellt und nach Verjagen des iiberschiissigen Essigsiiureanhydrids iv 
iitherischer Liésung mit Tierkohle behandelt und endlich aus Ather 5 mul 
umkrystallisiert. Die Darstellung wurde 2mal vorgenommen, wobei ins 
gesamt 7g einer gelben Substanz resultierten, deren Schmelzpunkt bei 5! 
und 57° lag, wihrend v. Baeyer und Drewsen als Schmelzp. 58—5! 
angeben. Die Substanzen schmolzen zu einer gelben Fliissigkeit, die beim 
Abkiihlen nur langsam erstarrt, eine Destillation oder Sublimation konnte 
nicht beobachtet werden. 

Da die Stickstoffanalyse beider Ausbeuten befriedigende Resultate 
zeigt, wurden sie zusammen nochmals in Ather gelést und zur Krystalli 
sation gebracht und ein Teil dieser Krystalle analysiert. 

15,82 mg Subst.: 86,40 mg CO,, 7,07mg H,O. — 17,12 mg Subst. 
1,086 cem N, (20°, 744 mm). 

Fiir C,,H,O,N Ber. C 62,8 H 4,7 N 


a 
+ 
Gef. ,, 62,74 », 9,0 i 
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Die Substanz wurde nunmehr an Kaninchen, die wie oben behandelt 
wurden, in 2cem Athylacetat gelést, verabreicht. Die Tiere vertrugen 
auch 1g der Substanz ohne jede Reaktion. 


Tabelle II 





enema ss —— 


Indicanaus- Nitrocinnamy]- Indicanaus- 
Nr. scheidung pro Tag] methylketon per os | scheidung pro Tag 
in mg in mg in mg 

1 5,94 1000,9 4,88 

2 6,33 995 8,14 

8 8,27 1001 7,12 

4 5,0 1000,4 10,2 + 5,2 
5 10,0 1000,6 148 + 4,6 











Wie ersichtlich, handelt es sich auch in diesem Falle um 
keinen Indoxylbildner, die Mehrausscheidung der zwei letzten 
Tiere bewegt sich noch innerhalb der spontanen Schwankungen. 
Die nach 24 und 48 Stunden entleerten Urine der drei letzten 
Tiere wurden nach Ansiiuerung wie oben mit Ather extrahiert. 
Es konnten fast 0,5 g einer braunen krystallinen Masse erhalten 
werden, die zwecks Reinigung weiter behandelt wurde. Nachdem 
trotz Behandlung mit Tierkohle die Substanz sich nicht ganz 
entfiirben lie® und bei dieser Behandlung die Substanz immer 
weniger wurde, wurde sie schlieBlich in Wasser gelést und spontan 
verdunsten gelassen. Es schieden sich mit der Zeit weibgelbe 
Krystalle ab, die abfiltriert und mit Kiswasser gewaschen wurden. 
Nachdem eine geringere Menge der Krystalle schon ausgeschieden 
war, begann wieder das Auftreten briiunlicher Stoffe. Die erste 
Portion (12 mg) der spontan abgeschiedenen Krystalle wurde ge- 
trocknet und ihr Schmelzpunkt bestimmt. Dieser betrug im 
Mikroschmelzpunkts-Bestimmungsapparat nach Kofler 146° Es 
handelt sich bei diesen Krystallen, deren wiBrige Lésung Kongo- 
papier bliut, augenscheinlich um o-Nitrobenzoesiiure, deren Aus- 
scheidung erwartet werden konnte: 


O,N-C,H,-CH=CH.CO-CH, —-> 0,N-C,H,-CH=CH-COOH 
—> 0,N-C,H,- COOH 


Der Rest der Ausbeute, der vermutlich noch verunreinigte 
Nitrobenzoesiure darstellte, wurde nicht weiter gereinigt. 

In vitro ist nach v. Baeyers Befunden das o-Nitrocinnamyl- 
methylketon kein direkter Indigobildner, wie seine Muttersubstanz, 
das o-Nitrophenyl-f-milchsiureketon, das schon nach Lésung in 

1* 
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verdiinnter Lauge reichlich Indigo liefert, oder die o-Nitrocinp. 
amylameisensdiure, bei der es geniigt, sie in verdiinnter Soda. 
lésung stehen zu lassen, um eine allerdings geringe Indigobildung 
zu erzielen. Das o-Nitrocinnamylmethylketon mu8 zuerst jy 
alkoholischer Kalilauge gelést werden, nach einiger Zeit wird 
die Lésung mit HCl angesiuert, von einem amorphen Nieder. 
schlag abfiltriert. Nach abermaliger Alkalisierung mit NaOH 
kann nunmehr eine geringe Indigobildung beobachtet werden, 
Nach v. Baeyer geht dem Cinnamylmethylketon die Fahigkeit ab, 
Wasser aufzunehmen und unter Bildung einer aldolartigen Ver. 
bindung den Saurerest abzuspalten, wie dies das o-Nitrophenyl- 
milchsiureketon in Form von Essigsiure, die o-Nitrocinnamyl- 
ameisensiure in Form von Oxalsiure tut. Auf Grund dieser 
Untersuchung konnte also festgestellt werden, daB das o-Nitro- 
cinnamylmethylketon, ebenso wie in vitro, in vivo kein Indoxyl- 
bildner ist. Nach seiner Kinverleibung wird beim Kaninchen 
o-Nitrobenzoesiure ausgeschieden. 


o-Nitrocinnamylameisensaure. Dieser Stoff, der nach v. Baeyers 
Beobachtung schon in sodaalkalischer Lésung sehr leicht geringere 
Mengen Indigo bildet, wurde nach der Vorschrift von v. Baeyer 
und Drewsen durch Kondensierung von o-Nitrobenzaldehyd 
mit Brenztraubensiure unter Einwirkung von HCl-Gas von 
Dr. Schuchardt-Gérlitz hergestellt. Die Substanz wurde nach 
3 maliger Umkrystallisierung aus Benzol analysiert und dann im 
Tierversuch verwendet. 
16,25 mg Subst.: 82,14 mg CO,, 4,805 mg H,O. — 18,12 mg Subst.: 
1,028 eem N, (18°, 738 mm). 
Fir C,,H,O,N Ber. C 54,29 H 3,18 N 6,38 
Gef. ,, 53,93 »» 9,80 », 6,36. 


Die Substanz wurde nach Liésung in Aquivalenter Menge 
0,1 n-NaOH méglichst rasch per Sonde gegeben, die Tiere vel- 
trugen auch 3 g des Stoffes ohne Reaktion. 

Aus der Tab. ITI geht hervor, dab nach Verabreichung der Nitro- 
cinnamylameisensiure regelmifig eine Vermehrung der Indoxyl- 
ausscheidung eintritt, ihr AusmaB ist aber ein wenig geringer, 
als man es nach o-Nitroacetophenon sieht. Aus der Tabelle gelit 
auch hervor, daB nach Verdoppelung der verabreichten Dosis 
auch die Indicanausscheidung ansteigt, der Durchschnitt der 
Indicanausscheidung nach Verfiitterung von 1 g Substanz betragt 
10,8 mg, nach Verabreichung von 2 g Substanz 17,8 mg. 
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Tabelle III. 








ene - aeree 


Indican- Nitrocinnamyl- Indican- Mehr- 
Nr. ausscherdung ameisensiure susscheidung ausscheidung 

pro Tag ‘ pro Tag ; 

in mg im mg in mg in mg 
1 8,53 1000,3 18,4 9,87 
9 9,0 1000,2 18,3 9,3 
3 2,8 1000,4 9,83 7,03 
! 8,8 1000,1 20,2 11,4 
5 7,35 1000,0 16,6 9,25 
6 10,0 1000,3 28,0 18,0 
1 8,25 2000,3 28,4 20,16 
. 6,15 2000,6 26,6 20,45 
) 6,16 2000,6 23,3 17,14 
10 5,64 2000,1 19,3 13,66 














Ks wurde nunmehr versucht, die event. weiteren Ausscheidungs- 
produkte nach Kingabe der o-Nitrocinnamylameisensiure aus dem 
Urin zu isolieren. Obwohl im ganzen Urine nach Verabreichung 
von 20 g der Siure zur Verarbeitung kamen, konnte auBer einer 
sehr geringen Menge Hippursiure (Schmelzp. 186°) nichts aus 
dem Harn isoliert werden. 

Es wurden nunmehr in Wiederholung des Versuches an 
3 Kaninchen je 3 g der Saure verfiittert, welche Menge von den 
Tieren wiederum anstandslos vertragen wurde. Im Urin konnte 
die Zunahme der Indoxylvermehrung wieder festgestellt werden, 
sie betrug aber gerade soviel, wie nach der Verfiitterung von 2 g 
des Stoffes. Aus dem Urin der Tiere konnte nun aber eine 
verhiiltnismaBig geringe Menge, 0,31 g, Nitrobenzoesiure isoliert 
werden (Schmelzp. 147°). Die Nitrocinnamylameisensiure wird 
also zum Teil im Sinne Knoops®) abgebaut; aus der a-Keto- 
siure entsteht unter CO,-Abspaltung eine um 1 C-Atom armere 
Siure, die dann in unserem Falle als Nitrobenzoesiure aus- 
seschieden wird. 

it CH=CH-CO-COOH ~——> R-CHOH-CH,-CO.COOH 
> R-CHOH-CH,-COOH —> R-COOH 


Dieser Weg scheint aber bei der Entstehung des 
Indoxyls nicht in Betracht zu kommen, da die Gruppierung 
0,N-C,H,-CHOH-CH,— im Tierversuch kein Indoxyl gibt, wie 
dies Versuche mit dem o-Nitrophenyl-f-milchsiureketon dar- 
getan haben. 

o-Nitrophenyl-/-milchsaureketon. Die Verbindung wurde nach 
v. Baeyer und Drewsen aus o-Nitrobenzaldehyd und Aceton 
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durch die Firma Th. Schuchardt in Gorlitz hergestellt. Der he; 
der Lieferung dunkelbraune Stoff wurde in Ather gelést und die 
braunen Verunreinigungen nach v. Baeyers Anleitung mit Ligroiy 
gefallt, worauf der Ather verdunstet wurde. Diese Prozedwy 
wurde so lange fortgesetzt, bis nur ein ganz leicht gelbstichigey 
krystalliner Kérper zuriickblieb, der sich bei der Analyse als 
rein erwies. 
17,45 mg Subst.: 36,64 mg CO,, 8,42 mg H,O. — 18,12 mg Subst. 
1,028 cem N, (18°, 738 mm). 
Fiir C,,H,,O,N Ber. C€ 57,41 H_ 5,26 N 6,69 
Gef. ,, 57,25 ,, 5,80  ,, 6,36. 
Der Stoff wurde den wie oben vorbereiteten Kaninchen in 2 ccm Athy]. 
acetat gelést per os verabreicht. 


Tabelle IV 








Ny Indicanausscheidung | 0-Nitrophenylmilch- | Indicanausscheidung 
aie pro Tag in mg siiureketon in mg pro Tag in mg 
1 7,8 1000,7 10,9 

2 8.54 1000,7 7,0 

3 8,4 1000,9 8,1 

4 74 1002,1 8.6 











Die ausgeschiedenen Urine wurden wie oben behandelt, ¢s 
gelang aus ihnen eine krystalline Masse zu isolieren, die nach 
2maligem Umkrystallisieren aus Wasser schwachgelb gefirbt war 
und deren waBrige Liésung Kongopapier blaiute. Der Schmelz. 
punkt betrug 147°, die Substanz ist also als o-Nitrobenzoesiiure 
anzusprechen. Die Ausscheidung wurde erwartet, da das Keton 
zuerst zur entsprechenden o-Nitrophenyl-f-milchsaure oxydiert 
wird, aus der ebenso Nitrobenzoesiiure entsteht, wie aus der Phenyl- 
6-milchsaure Hippursiure. Die Ausbeute nach Verfiitterung vou 
4 ¢ des Nitrophenylmilchsiureketons betrug 0,3 g Nitrobenzoesiiure. 

Da nun das o-Nitrophenylmilchsaiureketon in vivo kein Indoxy!- 
bildner ist, kann bei der Indoxylentstehung aus der Nitrocinnamy!- 
ameisensdure kaum mit dem Entstehen von dieser Substanz analog 
gebauten Zwischenstufen, insbesondere mit dem Auftreten vo 
Verbindungen mit der ringniichsten Gruppierung —CHOH.CH,— 
gerechnet werden. 

Es bleibt nunmehr iibrig, den Mechanismus der Indoxy!- 
entstehung in diesem Falle zu erértern. v. Baeyer konnte m 
Reaktionsgemisch der in alkalischem Medium gelésten Nitrocin- 
amylameisensiure neben Indigo auch Oxalsiure nachweisen und 
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isolieren, er nimmt daher an, daB es nach Anlagerung von —-OH 
an das ringnaichste Kohlenstoffatom zur Abspaltung von Oxalsiiure, 
stufenweiser Reduktion der NO,-Gruppe zu —NH= und zum 
Ringschlu8 kommt. Dieser Mechanismus koénnte auch fiir die 
Indoxylentstehung aus der Nitrocinnamylameisensiure im Kaninchen- 
kérper in Frage kommen. Als Zwischenprodukt kime o-Nitro- 
yenzoylbrenztraubensiiureO, N.C,H,CO.CH,.CO.COOH in Betracht, 
aus der im Sinne v. Baeyers Oendidgwe abgespalten werden kénnte. 
Dabei wiirde Nitroacetophenon entstehen, von dem ich nachgewiesen 
habe*), daB es im Tierversuch Indoxyl gibt. Oder aber kénnte 
lic Oxalsiure als erster Schritt vom Molekiil der Nitrocinnamyl- 
ameisensiure abgespalten werden, dann wiirde sich Nitrostyrol 
hilden. Dieses kénnte ahnlich wie das schon von mir gepriifte §) 
o-Nitrophenylacetylen (O,N.C,H,.C=CH) Indoxyl bilden und 
yatiirlich eventuell selbst wieder unter Wasseranlagerung in Nitro- 
acetophenon tibergehen. Zur Verifizierung dieser Annahme ver- 
suchte ich das o-Nitrostyrol herzustellen und seine indoxylbildende 
Fihigkeit in vivo zu priifen. 

o-Nitrostyrol (o-Nitrophenylaithylen). Die Herstellung wurde 
nach der einzigen vorhandenen Vorschrift, die aus v. Baeyers 
Laboratorium von Einhorn’) stammt, versucht. Die Herstellung 
ist ziemlich kostspielig und umstiindlich, der Autor der Methode 
konnte im besten Falle nur 10°/, Nitrostyrol aus der als 
Zwischenprodukt herzustellenden o-Nitrophenyl-N-brompropion- 
siure gewinnen. Nach einigen erfolglosen Versuchen gelang es 
mir, den Stoff doch zu erhalten; dabei wurde von 50 g o-Nitro- 
zimtsiiure ausgegangen, aus der 0,8 g Nitrostyrol gewonnen wurden. 
Wie ersichtlich, ist die Ausbeute tatsichlich schlecht. Es resultierte 
ein braunes, eigentiimlich riechendes Ol, das im Kiskasten zu 
einer braunen krystallinen Masse erstarrte, die bei + 11° Zeichen 
vom Schmelzen zeigte, nach Erwirmen mit konzentrierter H,SO, 
lirbte sich die Lésung schmutzigblau. In Hinsicht auf die geringe 
Ausbeute wurde die Substanz nach der Wasserdampfdestillation 
und Ausschiitteln mit Ather nicht mehr gereinigt, obwohl die er- 
starrte Substanz nach Kinhorn ,,prichtig weif“ erscheinen sollte. 
Die Analyse zeigte aber, daB die Substanz geniigend gereinigt 
war, um sie im Tierversuch zu verwenden. 

16,49 mg i 37,52 mg CO,, 7,246 mg H,O. — 14,80 mg Subst.: 
1,195 cem N, (20°, 742 mm). 

hai Ber. C 6242 H4,79 N 9,39 
Gef. ,, 62,04 5, 4,91 »» 9,08. 
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Die Substanz wurde nun einem wie iiblich vorbereiteten Kaninche; 
in 2 ecm Athylacetat gelést per os verabreicht. 


Tabelle V 





<a 

















~ Indican- . Indican- 
Nr. ausscheidung Nitrostyrol ausscheidung Mehrausscheidung g 
. per os in mg ; : in mg 
pro Tag in mg pro Tag in mg 
1 | 7,26 | 598 119,5 | 4112 


Aus dieser einen Beobachtung erhellt, daB das o-Nitrostyrol 
tatsichlich ein sehr starker Indoxylbildner ist, dessen indoxyl- 
bildende Fahigkeit an die der o-Nitrophenylpropiolsiure heran- 
reicht und die des o-Nitrophenylacetylens iiberragt, da die Mehvr- 
ausscheidung nach Verabreichung von 598 mg “peony 
nur 47,6, nach 1003 mg der Substanz nur 62,37 mg betrug. Zum 
Unter schied zum Verhalten des Nitrophenylacetylens, ins In 
Mengen von 1 g von Kaninchen anstandslos vertragen wurde, ist 
das o-Nitrostyrol ein Gift. Das Kaninchen bekam nach Verab- 
reichung des Nitrostyrols schon nach 1/, Stunde klonische Kriimpfe, 
die mit Unterbrechungen einige Stunden dauerten. Es trat Oligurie 
auf und das Tier ging nach 22 Stunden ein. Aus dem Sammel- 
gefa8 und durch vollstandige Entleerung der Blase mittels Punktion 
konnten 150 ccm eines hellgelben Urins erhalten werden, in dem 
weder Blut noch EiweiB nachgewiesen werden konnte. 

Auf Grund dieser Untersuchungen haben wir in der o-Nitro- 
cinnamylameisensiure einen schwachen, im o-Nitrostyrol einen 
starken Indoxylbildner kennengelernt. Dabei wurden in Umrissen 
die Méglichkeiten der Indoxylentstehung aus diesen Verbindungen 
erortert. 
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Uber die verschiedene Wirksamkeit 
von Vitamin A-Konzentraten aus Fischleberélen 
Von 
Th. Moll und A. Reid 
Mit 8 Figuren im Text 


(Aus der Forschungsabteilung der Firma E. Merck, Darmstadt) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1939) 


Fiir eine exakte Dosierung physiologischer Wirkstoffe ist die 
chemische Charakterisierung und die sich darauf aufbauende 
gewichtsmaBige Abmessung unentbehrlich. Diese Forderung ist 
bei der Entdeckung solcher Wirkstoffe zunichst nicht immer er- 
fiillbar, und man ist’ gezwungen, die Messung der biologischen 
Wirksamkeit zur Mengenbestimmung zu verwenden. Wahrend die 
sewichtsmaBige Dosierung eine absolute Genauigkeit besitzt, stellt 
die biologische Mengenangabe infolge der Schwankungsbreite der 
Bestimmungsmethoden immer nur einen Niaherungswert dar. Die 
Deklaration in biologischen Einheiten ist fiir die therapeutische 
Dosieruug und wissenschaftliche Bearbeitung eine behelfsmibige 
Gehaltsangabe und wird aus diesem Grunde bei chemisch defi- 
nierten Stoffen wie verschiedenen Vitaminen und Hormonen in 
zunehmendem MaBe durch eine gewichtsmaBige Deklaration ersetzt. 

Die Ungenauigkeit der biologischen Mengenangaben ist durch 
die Schaffung von internationalen Standardpraparaten nicht be- 
seitigt worden, wie die kiirzlich erfolgte Umstellung des Vitamin B, - 
Standards beispielhaft erkennen la8t. Fiir die Gehaltsbestimmung 
von Vitamin B, sind verschiedene, als zuverlissig angesehene, 
biologische MeBmethoden bekannt, und seit vielen Jahren wird 
ein Vitamin B,-Fulleradsorbat von konstanter Zusammensetzung 
als Standard verwendet. Die nach der Synthese des reinen 
Aneurins auf Veranlassung der internationalen Standardisierungs- 
kommission in den mafgebenden Laboratorien verschiedener 
Linder mit diesem internationalen Vitamin B,-Standard durch- 
gefiihrten vergleichenden Bestimmungen haben ergeben, daB die 
gefundenen Werte erheblich voneinander abweichen, so daB die 
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einer internationalen Vitamin B,-Einheit fquivalente Gewicht. 
menge an reinem Aneurin durch einen Entscheid festgelegt 
werden muBte?). 


Die Fehler der biologischen Gehaltsbestimmung vervielfaltigen sic) 
noch, wenn die Wirksamkeit nicht von einem einzigen, sondern yo, 
mehreren, chemisch verschiedenen Stoffen ausgeht. Dieser Umstand hy 
bei wirkungsdhnlichen Stoffen in manchen Fallen zur Schaffung weitere 
Standard-Priiparate gefiihrt; so gibt es fiir das Follikelhormon, neben dey 
Oestron als Standard fiir die internationale Oestron-Einheit das Oestradio. 
benzoat als Standard fiir die internationale Benzoat-Einheit. 


Um die Genauigkeit der Gehaltsbestimmung zu verbessern, 
hat man nach der chemischen Identifizierung der reinen Wirt. 
stoffe stets versucht, physikalische oder chemische Bestimmung. 
methoden zum Nachweis der Wirksamkeit heranzuziehen und dic 
so erhaltenen Werte mit der biologischen Wirksamkeit in Bezug 
zu setzen. Hierbei wurde hiufig iibersehen, daB die Variations. 
breite der biologischen Priifung der Relation zwischen biologischer 
Wirksamkert und dem Ergebnis des chemischen Testes ebenfalls 
nur den Charakter eines Niherungswertes verleiht. AuBerden 
kénnen dariiber hinaus bei der Verwendung von chemischen oder 
physikalischen Testen zusitzliche Fehler entstehen, die einerseits 
durch die mangelnde Spezifitit des chemischen Testes (positive 
Reaktion bei biologisch unwirksamen Stoffen) und andererseits 
durch das Vorliegen mehrerer chemisch verschiedener Wirkstofle 
(ungeniigende oder negative Reaktion bei biologisch wirksamen 
Stoffen) bedingt sind. 


Die Erforschung des Vitamins A bietet ein Beispiel fiir eine 
solche Entwicklung. Seit 1934 ist die Vitamin A-Einheit durcb 
die Wirksamkeit von 0,67 8-Carotin definiert und als Standard 
dient eine #-Carotinlésung in KokosnuBdl’). Die  biologische 
Wertbestimmung wird im allgemeinen an Ratten durchgefiilr' 
und als Kriterium der Wirksamkeit benutzt man die Aufhebung 
des Gewichtsstillstandes und die Verhiitung der Mangelerscheinunger 
am Auge. Neben dem biologischen Test werden fiir die Bestimmung 
von Vitamin A in Lebertran und anderen, aus Fischleberdlen ge- 
wonnenen Vitamin A-Priaparaten noch die folgenden chemischen 
und physikalischen Verfahren in weitem Umfange verwendet. Das 
chemische Verfahren, nach seinen Erfindern Carr-Price-Tesi 
genannt, beruht auf der colorimetrischen Messung des bei det 
Einwirkung von Antimontrichlorid auf Vitamin A entstehenden 
blauen Reaktionsproduktes. Man wei8 schon lange, dab dieser 
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Test nicht streng spezifisch fiir das Vitamin A ist und daB bio- 
locisch unwirksame Oxydationsprodukte des Vitamins A die gleiche 
Reaktion geben (Robinson)?). AuBerdem wird die Reaktion durch 
hestimmte Inhaltsstoffe des Lebertrans gehemmt, so daB im all- 
vemeinen erst nach Abtrennung der verseifbaren Bestandteile 
einheitliche Werte erhalten werden‘). Derartige Miangel haften 
dem physikalischen Test in geringerem Mage an. Er beruht auf 
der selektiven Absorption des Vitamins A (Axerophtol) im ultra- 
violetten Gebiet bei der Wellenlinge von 328 mu. Da in Fisch- 
leberdlen nach Abtrennung der verseifbaren Bestandteile meist 
keine anderen Stoffe vorkommen, die ein ahnliches Absorptions- 
spektrum besitzen, stellt der Extinktionskoeffizient bei 328 mp ein 
direktes MaB ftir den Vitamin A-Gehalt dar. Die nach dieser 
Methode ermittelten Werte hat man, wie oben beschrieben, mit 
der biologisch bestimmten Wirksamkeit in Beziehung gesetzt und 
dabei Faktoren erhalten, die eine Umrechnung des Extinktions- 
koeffizienten in internationale Vitamin A-Einheiten erméglichen 
sollen. Die Umrechnungsfaktoren zeigten, insbesondere bei der 
durch die internationale Standardisierungskommission in den ver- 
schiedenen maBgeblichen Laboratorien angeregten Vergleichs- 
priifung, eine solche Ubereinstimmung, daB die Festsetzung eines 
allgemein giiltigen Umrechnungsfaktors gerechtfertigt erschien. 
Die physikalische Methode wurde daher im Jahre 1934 mit der 
Einfiihrung des neuen #-Carotin-Standardpriaparates von der Stan- 
dardisierungskommission neben der biologischen Priifung als 
Hilfstest vorgeschlagen, und der Umrechnungsfaktor wurde unter 
sorgfiltiger Beachtung der damals vorliegenden Ergebnisse mit 
1600 festgelegt, d.h. Multiplikation des Extinktionskoeffizienten 
Eis, fiir 328 mw mit 1600 soll den Vitamin A-Gehalt eines 
Priparates in internationalen EKinheiten pro Gramm ergeben”). 
Wenn sich die Anwendung dieses Hilfstestes auch nur auf Fisch- 
leberéle beschrankt, so ist es doch widerspruchsvoll, mit Hilfe 
einer physikalischen Eigenschaft, die dem Carotin fehlt, eine 
Wirksamkeit nach internationalen Einheiten zu errechnen, die der 
Definition nach auf Carotin bezogen werden. Dieser EKinwand 
kénnte hinfallig sein, wenn ,,Vitamin A“ ein einheitlicher Stoff 
und mit Carotin im biologischen Versuch vollkommen identisch 
wire. Diese Annahme ist aber unwahrscheinlich, da nicht erwiesen 
ist, daB die Resorption und die Umwandlung des Carotins in 
Vitamin A immer konstant verlaufen; so ist erst kiirzlich wieder 
die verbreitete Annahme, daB 1 Mol f-Carotin im Organismus in 
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2 Mole Vitamin A (Axerophtol) umgewandelt wird), in Zweite] 
gezogen worden. 

Das seit dem Jahre 1933 im Handel befindliche Vitamin A. 
Konzentrat ,,Vogan* wird seit dieser Zeit in den Laboraioriey 
der I. G. Farbenindustrie in Elberfeld und in unseren Laboratorijey 
nach den erwahnten 3 Methoden gepriift. Der Vitamin A-Gehalt 
wurde anfangs mit 40000 Ratten-Hinhetten pro Kubikzentimeter 
deklariert®). In Ubereinstimmung mit der von der internationale 
Standardisierungskommission anlaBlich der Einfiihrung des 
f-Carotin-Standards gemachten Angabe, wonach Dosen von zwei 
bis vier internationalen Vitamin A-Einheiten notwendig sind, wm 
das Wachstum von jungen, mit einer Vitamin A-Mangelkost er. 
nihrten Ratten wiederherzustellen, wurde in umfangreichen bio- 
logischen Versuchen immer wieder gefunden, daB 1 g Vogan im 
Mittel wirkungsgleich mit 72000 y 8-Carotin ist; Vogan enthilt 
also nach der auch heute noch allein maBgeblichen Definition 
der Vitamin A-Kinheit “°° = 120000 LE. im Gramm. Wie die 


’ 


rechnerische Auswertung des Wachstumstestes zeigt, betrigt die 
Variationsbreite dieser Angabe etwa + 20000 LE. 
Die Messung im Blautest ergibt fiir Vogan einen Carr-Price- 


Wert von 20004. Der Extinktionskoeffizient bei 328mp Ey‘, 
betragt 34. Bei Verwendung des erwihnten Umrechnungsfaktors 
1600 ergibt sich aus diesem E-Wert ein Gehalt von 54000 
internationalen Einheiten im Gramm. Der Unterschied zu dem 
auf biologischem Wege ermittelten Gehalt von 120000 LE. ist 
damit so groB, daB er keinesfalls mit der Fehlerbreite der bio- 
logischen Wertbestimmung erklirt werden kann. Daher wurden 
noch einmal umfangreiche biologische Auswertungen von ein und 
demselben Praparat (Vogan 3062) im Vergleich mit dem inter- 
nationalen f#-Carotin-Standard durchgefiihrt. Diese Priifungen 
haben ergeben, daB dem Vogan auf keinen Fall ein so niedriger 
Gehalt an internationalen Vitamin A-Kinheiten zukommt, wie er 
sich aus der spektrographischen Messung errechnet. Wenn auch 
die biologische Priifung eine absolut genaue Ermittlung des Wr 
kungsgehaltes nicht erméglicht, so zeigt das Ergebnis doch ein- 
deutig, daB die friiher ermittelte Zahl von 120000 LE. zu Recht 
besteht und daB der durch die Umrechnung des Extinktions- 
koeffizienten ermittelte niedrige Wert von 54000 auf keinen Fall den 
richtigen Gehalt an internationalen EKinheiten wiedergibt. Zu dem 
gleichen Ergebnis ist unabhingig von uns auch Grab gekommen’). 
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Unsere Ergebnisse beweisen, daB der Umrechnungsfaktor 1600 
fir Vogan keine Giiltigkeit besitzt. Wir méchten jedoch hervor- 
heben, daB hiermit nicht die Giiltigkeit des Faktors 1600 fiir 
andere Leberéle (z. B. die von Hume und Chick?) friiher be- 
schriebenen), sondern nur seine allgemeine Verwendbarkeit be- 
stritten wird. 

Gegen die allgemeine Giiltigkeit des Faktors 1600 sind auch von 
anderer Seite gute Griinde mitgeteilt worden, und es wird iiber Schwan- 
kungen des Umrechnungsfaktors zwischen 700 und 2500 berichtet*—'®). 
Es sei ferner darauf hingewiesen, daB der Faktor 1600 urspriinglich von 
dem fiir praktisch einheitlich gehaltenen Vitamin A-Priiparat von Carr und 
Jewell’) abgeleitet wurde. Dieses Priiparat zeigte anfangs einen Gehalt 
yon 1,7-10° internationalen Vitamin A-Einheiten im Gramm nach der bio- 
logischen Priifung und war damit wirkungsgleich mit §-Carotin. Spiter 


_ wurde fiir dieses Priparat eine biologische Wirksamkeit von 2,4-10° I.E. 
im Gramm mitgeteilt®*?) Holmes und Corbet?!), die ein krystallisiertes 


Vitamin A-Priiparat isoliert haben, geben fiir ihr Produkt eine biologisch 
gemessene Wirksamkeit von 3-10° LE. im Gramm an, und neuerdings haben 
Coward und Underhill’) fiir krystallisierte Vitamin A-Ester eine Wirk- 
samkeit von 3,3-10° I.E. im Gramm, berechnet auf freies Vitamin A, bio- 
logisch ermittelt. Man darf wohl annehmen, daB im Absorptionskoeffizienten 
zwischen den Estern und dem urspriinglichen Priparat von Carr und 
Jewell kein wesentlicher Unterschied besteht, so daB sich fiir das ver- 


- esterte Vitamin A dann ein doppelt so hoher Umrechnungfaktor, also etwa 


3200, ergeben wiirde. 

Wenn der Faktor 1600 fiir manche Vitamin A-Konzentrate 
richtig ist, fiir Vogan und andere Vitamin A-Priiparate aber 
wesentlich héher sein muB, so erhebt sich die Frage, ob in diesen 
Priiparaten chemisch verschiedene Wirkstoffe enthalten sind. 
Carotin oder andere pflanzliche ,,Provitamine A“ scheiden als 
Erklirungsméglichkeit aus, da sie in Fischleberélen nicht vor- 
kommen. Man kennt aber auch im Tierreich, und zwar gerade 
in Fischleberélen, bereits mehrere chemisch verschiedene Stofie 
mit der Wirkung des Vitamins A. Die Verhiltnisse sind also 
ihnlich wie beim Vitamin D, das im Fischleberél in Form von 
Vitamin D,, D, und vielleicht auch in anderer Form enthalten 
ist. Die Kigenschaft, daB chemisch nahe verwandte Stoffe die 
gleiche biologische Wirkung entfalten, ist nicht auf diese beiden 
Vitamine beschrinkt. Es ist jeweils schwer zu entscheiden, welcher 
von den verschiedenen Wirkstoffen das ,,eigentliche“ Vitamin dar- 
stellt, und ob die anderen lediglich Provitamine sind, die im 
Organismus in den Wirkstoff iibergehen. Beim Vitamin D ist 
die Wahrscheinlichkeit fiir einen einheitlichen Wirkstoff gering, 
beim Vitamin A muB die Frage, wie nachstehend gezeigt wird, 








































14 Th. Moll und A. Reid, 


noch offen bleiben. Bemerkenswerterweise fand Reti??), da® das 
Carotin in der Leber der Versuchstiere nicht nur hydrolytisc) 
zum Vitamin A abgebaut wird, sondern daB der dabei entstehende 
Alkohol gleichzeitig verestert wird. Man kann daraus folger», 
daB das ,,eigentliche Vitamin A“ ein Ester ist. | 

Die Bezeichnung Vitamin A wird auch heute noch, insbesondere 
bei den Arbeiten tiber den Zusammenhang zwischen dem physi. 
kalischen oder chemischen Verhalten und der biologischen Wirkung 
der Fischleberéle, meist so verwendet, als ob immer ein und der. 
selbe Wirkstoff vorliegt. Dies ist aber, wie bereits erwihnt, nicht 
der Fall. 


Von Karrer”’) ist ein Inhaltsstoff der Fischleberéle isoliert und als 
Axerophtol**) bezeichnet worden. Dieser Stoff hat die Summenformel 
C,,H,,0 und stellt wahrscheinlich ein Gemisch von cis-trans-Isomeren 
folgender Konstitution dar: 

H,C CH, 
NO CH, CH, 
in | | 
H,C C—CH=CH-— C=CH—CH=CH—C=CH—CH,OH. 
| 
HC 8 6C 
i 
CH, CH, 


Englische Autoren '**5?6) haben biologisch wirksame Stoffe gefunden, 
die sich in der Lage des Lichtabsorptionsmaximums sowohl der freien 
Alkohole als auch der bei der bekannten Farbreaktion mit Antimontrichlorid 
entstehenden Umwandlungsprodukte unterscheiden. Liner dieser Stoffe, 
dessen Absorptionsmaximum bei 340—350 mu und nach der Reaktion mit 
SbCl, bei 652 mu liegt, wird mit ,,Vitamin A,“ bezeichnet. Ein weiterer, 
noch unbenannter Stoff zeigt das Absorptionsmaximum bei 285—290 mi 
und nach der Reaktion mit SbCl, bei 594 und 496 mu. Zum Vergleich sei 
noch bemerkt, daB das Absorptionsmaximum des Axerophtols bei 325 bis 
328 mu und nach der Reaktion mit SbCl, bei 620 my liegt. Es wird an- 
genommen, da8 das ,,Vitamin A,“ ein C,.-Homologes des Axerophtols mit 
6 Doppelbindungen ist **), wihrend der dritte unbenannte Wirkstoff vielleicht 
eine Doppelbindung weniger hat als das Axerophtol’). Das ,,Vitamin A," 
kommt offenbar nur in bestimmten SiiBwasserfischen, vielleicht auch im 
Walfisch vor, dagegen scheint es in den fiir die Gewinnung von Lebertrab 
und wirksamen Leberédlen bisher verwendeten Seefischen kaum enthalten 
zu sein. Der noch unbenannte Wirkstoff mit dem Absorptionsmaximun 
bei 290 mu kommt dagegen in den Seefischen vor, jedoch ist seine Menge 
zu gering, um die beobachteten Diskrepanzen zwischen biologischer With 
samkeit und Extinktionskoeffizient bei 328 mu in allen Fallen zu erkliiren™). 

Weitere, chemisch von den bisher genannten Stoffen verschiedent 
Verbindungen mit Vitamin A-Wirksamkeit sind die Ester des Axerophtols. 
Durch Veresterung von Axerophtol sind hergestellt worden: Das Acetal 
und Benzoat?’), das Acetat und Stearat**), das 6-Naphthoat und das 6-Anthra- 
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chinonecarboxylat*® *°); man hat sich aber damit begniigt, festzustellen, dab 
die biologische Wirksamkeit des Axerophtols in diesen Estern erhalten ist 
und darauf verzichtet, quantitative Vergleichspriifungen durchzufiihren. In 
der neuesten Mitteilung von Coward und Underhil1) ist zwar die genaue 
Auswertung von 2 Estern beschrieben, aber es wurde kein Vergleich mit 
dem freien Alkohol durchgefihrt. Das Interesse an einem genauen Wirkungs- 
vergleich zwischen Axerophtol und seinen Estern gewinnt heute durch die 
Kenntnis der Tatsache an Bedeutung, daB Axerophtol im Lebertran voll- 
stiindig in veresterter Form vorliegt, wie unabhingig voneinander Reti”’) 
in Frankreich und S. Hamano*) in Japan nachgewiesen haben. Diese 
Autoren isolierten den Wirkstoff unter Vermeidung einer Verseifung nach 
verschiedenen Methoden und identifizierten ihn mit dem Palmitinsiureester 
des Axerophtols. Dieser Befund ist spiiter von Tischer®) bei der Auf- 
arbeitung von norwegischem Medizinal-Tran bestitigt worden. Tischer 
bediente sich der molekularen Destillation zur Anreicherung des Wirkstoffes 
und identifizierte ihn durch die Synthese des Palmitats aus Axerophtol 
und Palmitylehlorid. Auch Hickman*), der sich mit dem genannten 
Destillationsverfahren beschiiftigte, hat gefunden, da nur ein kleiner Teil 
des Wirkstoffes im Lebertran in freier Form, der gréBte Teil dagegen in 
veresterter Form vorliegt. 

Nach der Lage des Absorptionsmaximums im Vogan ist die 
Méglichkeit auszuschlieBen, daB dieses Priiparat ,,Vitamin A,“ ent- 
hilt (Fig. 1). Es enthalt aber auch nicht das freie Axerophtol, 
sondern den natirlich vorkommenden Ester, da Vogan im Gegen- 
satz’ zu anderen Vitamin A-Konzentraten bei seiner Herstellung 
keinem VerseifungsprozeB unterworfen wird. Wie Ritsert*) in 
unserem Laboratorium gefunden hat, kann man direkt nachweisen, 
(aS das Priparat verestertes Axerophtol enthilt. Schiittelt man 
nimlich die dlige Lésung mit dem gleichen Volumen Methanol 
durch und bestimmt dann z. B. nach dem Blautest die in das 
Methanol iibergehende Menge, so betrigt diese beim Vogan wie 
auch bei anderen, verestertes Axerophtol enthaltenden Priipa- 
raten 1—5°/). Freies Axerophtol verteilt sich jedoch fast gleich- 
maibig zwischen die beiden Lisungsmittel, und man findet bei der 
Probe im Methanol 40—60°/, dieses Stoffes wieder. 


Wir méchten den Umstand, daB das Vogan den natiirlichen 
Axerophtol-Ester enthilt, in erster Linie zur Erklirung des hohen 
Umrechnungsfaktors heranziehen; der Beweis dafiir ergibt sich 
aus dem im biologischen Versuch festgestellten Wirkungsunterschied 
zwischen verseiftem und unverseiftem Vogan. Bei diesen im experi- 
mentellen Teil niher beschriebenen Versuchen wurde zuniichst 
der natirlich vorliegende Ester biologisch ausgewertet und das 
gleiche Priparat nach der Verseifung in iiquivalenten Dosen er- 
neut gepriift. Hvierber zeigte sich, daBp das verseifte Produkt nur 
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etwa 50°), der Wirksamkeit des natiirlichen Esters besitzt, wihrenj 


der Katunktionskoeffizient durch die Verseifung nicht beeinflupt wu rde, 
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Fig. 1 


Uber eine stirkere Wirkung der natiirlich vorkommenden Ester des 
Axerophtols haben auch Emmet und Bird*) berichtet. Die experimentelle 
Basis ihrer Beobachtungen ist zwar gering, zeigt aber, daB der Umrechnungs- 
faktor nach vollstindiger Verseifung auf die Hilfte des fiir den natiirlichen 
Tran gefundenen Wertes gesunken ist. Die Autoren fihren diesen Wirkungs- 
unterschied darauf zuriick, daB Axerophtol in Form des Esters von der 
Ratte leichter resorbiert wird als in Form des freien Alkohols. In Ermange- 
lung exakter Versuche iiber die Ausscheidung li8t sich zu dieser Behauptung 
nicht Stellung nehmen, aber die grofe Rolle, die die Resorption bei der- 
artigen Priifungen am Tier spielt, ist bekannt. Es sei darauf hingewiesen, 
daB beim Vitamin A sogar die Art des verwendeten Lisungsmittels div 
Wirksamkeit beeinfluBt, und selbst chemisch so nahestehende Lésungsmittel 
wie Sesamél oder Arachis6l auffallende Unterschiede ergeben**%), Die 
iiberlegene Wirksamkeit der Vitamin A-Ester ist nicht einzigartig, denn auch 
andere biologische Wirkstoffe, z. B. das Testosteron, gewinnen ebenfalls 
durch Veresterung an Wirksamkeit *” *°). 

Die bessere biologische Wirksamkeit der natiirlichen Ester des 
Axerophtols ist auch friiher als Erklirung fiir die Schwankungen des 
Umrechnungsfaktors in der Literatur erértert worden. So diskutieret 
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Morgan und Mitarbeiter®) (insbesondere S. 1655) die Méglichkeit, ,,daB 
lus Vitamin A des Dorschlebertranes bei der Verseifung einen Wirkungsabfall 


u 
cyleidet ohne eine entsprechende Anderung der Ultraviolettabsorption oder der 
chromogenen (SbC1,)-Eigenschaften*‘, verwerfen die Erklirung aber wieder 
unter dem Eindruck des friiheren Schrifttums. Auf Grund gegenteiliger 
Refunde ist man immer wieder zu der Auffassung zuriickgekehrt, dab ein 
Wirkungsabfall bei der Verseifung nicht eintritt; so berichtet Hume"), dal 
nur ein kleiner Unterschied zwischen dem natiirlichen Heilbutttran und 
verseiften Konzentraten gefunden wurde, der auf eine Zersetzung der 
Konzentrate zuriickgefiihrt wird. Immerhin ist auch hierbei bemerkenswert, 
daB ein Unterschied in der Wirkung zugunsten des natiirlichen Tranes ge- 
funden wurde. 


Zusammenfassung 

|. Mit dem von der Standardisierungskommission zur all- 
vemeinen Anwendung vorgeschlagenen Umrechnungsfaktor 1600 
errechnet sich fir Vitamin A-Konzentrate wie ,,Vogan“ ein ge- 
ringerer Gehalt an internationalen Einheiten als nach der im 
Vergleich mit dem internationalen #-Carotin-Standard durch- 
gefiihrten biologischen Priifung gefunden wird. Dieser Unterschied 
ist so erheblich, daB er nicht mit der im rechnerischen Verfahren 
ermittelten Fehlerbreite des biologischen Versuches_ erklirt 
werden kann. 

2. Verestertes Vitamin A ist wirksamer als der durch Ver- 
seifen daraus gewonnene Alkohol (Axerophthol). Durch die ver- 
gleichende biologische Priifung eines veresterten und des daraus 
durch Verseifen gewonnenen Vitamin A-Konzentrates wird bewiesen, 


dab der freie Alkohol nur halb so wirksam ist wie der Ester. 


Experimenteller Teil 

Die Wirksamkeit von Vitamin A-Priparaten bestimmen wir 
mit dem Wachstums- und dem Kolpokeratosetest an Ratten. Der 
Kolpokeratosetest, der nur zur orientierenden Priifung verwendet 
wird, ist fiir die quantitative Bestimmung weniger zuverlissig als 
der Wachstumstest und wurde daher bei der folgenden Besprechung 
unserer Ergebnisse nicht beriicksichtigt. 

Der Wachstumstest wird an jungen wachsenden Ratten durch- 


| getiihrt, bei denen nach Vitamin A-freier Ernihrung die Vitamin A- 
g 


Reserven im Organismus gerade erschipft sind. Die Versuchs- 
bedingungen fiir den Wachstumstest sind schon friiher eingehend 
beschrieben worden®), Sie haben sich nicht geindert und sind 
liir die Aufzucht, Ernahrung, Behandlung und Beurteilung der 
Tiere withrend der Vor- und Versuchsperiode bei allen Priifungen 
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gleichgeblieben. Jedes Priparat wird in wirksamen und unvwirk. 


samen Dosen gepriift. Fiir jede Dosis werden mindestens 10 Ratte, 


verwendet, die sich méglichst im gleichen Stadium des Vitamin 4. 
Mangels befinden, wobei ein Abstand bis zu 7 Tagen mitunte 
nicht zu vermeiden ist. An diesen Tieren wird diejenige Iileing, 
Dosis ermittelt, die, tiiglich verabreicht, eine Gewichtszunahme i) 
mindestens 15 g in 5 Wochen (3 g pro Woche) herbeifiihrt wd (i 
das Auftreten ophthalmischer Erscheinungen verhiitet. Diese Dosis 
wird als Vitamin A-Ratteneinheit bezeichnet und dient als Grund. 
lage fiir den Vergleich des Vitamin-Gehaltes. Nach unseren umfane. 
reichen Priifungen ist die Grenzdosis an der Schwelle von .,wirk. 
sam und unwirksam“ im Dosenabstand von 25°/, erkennbar, und 
bei Praparaten gleicher Herstellung geniigt es meist, eine cinzize 
Dosis in diesem Bereich zu priifen, um einen Mindestgehalt garan. 
tieren zu kénnen. Als wirksam wird eine Dosis angesehen, die 
die geforderte Gewichtszunahme nicht nur im Durchschnitt, sonden 
bei mindestens 60°/, der Tiere erreicht und bei der keine spevi- 
fischen Vitamin A-Mangelerscheinungen zur Entwicklung kommen, 
Unwirksam ist eine Dosis, die ungeniigendes Wachstum unt 
Xerophthalmie herbeifiihrt und bei der Tiere infolge von Vitamin A- 
Mangel sterben. Die ungeniigende Wirksamkeit einer Dosis is 
an den spezifischen pathologischen Veriinderungen des Vitamin A- 
Mangels vielfach besser zu erkennen als am Wachstum, bei dem 
hiufig schon durch einige giinstig reagierende Tiere eine durch- 
schnittliche Gewichtszunahme in der geforderten Héhe erreicht 
wird. Bei der Errechnung der durchschnittlichen Gewichtszunahme 
einer Versuchsserie am Ende des Versuches ist bei allen Priifungen 
die Gewichtszunahme der nach dem 20. Tag eingegangenen Tiere 
mit dem Wert 0 eingesetzt. Die bei Vitamin A-Priifungen von 
englischen Autoren nachgewiesenen Unterschiede der Gewichits- 
zunahme bei miinnlichen und weiblichen Tieren sind bei uunseret 
Priifungen unberiicksichtigt geblieben, da das Priifungsergebni 
dadurch nicht wesentlich beeinfluBt wird. 

Das Verfahren der Grenzwertbestimmung bericksichtigt mit- 
hin bei der Beurteilung der Vitamin A-Wirksamkeit verschieden 
Kriterien: Wachstum der Tiere und Verhiitung der spezifischel 
Vitamin A-Mangelerscheinungen. Damit werden unspezifische Kit- 
wirkungen, die das Gewicht der Tiere bei Wachstumstesten vol 
derart langer Versuchsdauer beeinflussen kénnen, erkannt. Be 
Auswertungen, die allein nach dem Wachstum der Tiere vol 
genommen werden, wird hiufig iibersehen, daB kein direktes 
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Verhiltnis zwischen der Gewichtszunahme und der verabreichten 
Vitamin A-Menge besteht und daB auBerdem erhebliche Schwan- 
kungen bei den einzelnen Priifungen auftreten. Auch andere 
Kriterien der Vitamin A-Wirkung, die vielfach allein zur Fest- 
lecung von vergleichbaren Dosen verwendet werden, wie die Heilung 
der Xerophthalmie oder die Sterblichkeit der Tiere, halten wir 
yicht fir ausreichend. Bei den vorgeschrittenen Stadien des 
Vitamin A-Mangels, der Xerophthalmie, Keratomalazie und Kol- 
pokeratose ist sowohl der Erkrankungszustand als auch die Heilung 
der Tiere nach der Behandlung mit Vitamin A-Priparaten kaum 
scharf abzugrenzen, und die Reaktionsfahigkeit der Tiere ist in 
diesem Stadium weniger gleichmaBig als bei Tieren, deren 
Vitamin A-Reserven gerade eben erschépft sind. 

Die Bestimmung des Vitamin A-Gehaltes eines Priparates 
in internationalen Einheiten wird nach unserem Verfahren der 
Grenzwertermittlung in der Weise vorgenommen, daf das Wirkungs- 
verhiltnis von Vitamin A-Ratteneinhert zur internationalen Vitamin 
A-Hinheit festgelegt wird. Durch die Priifung des internationalen 
8-Carotin-Standardpraparates, von dem 0,67 = 1 internationale 
Kinheit ist, wird bestimmt, wieviel internationale Hinheiten unter 
genau gleichen Versuchsbedingungen bendétigt werden, um die 
Wirksamkeit unserer Vitamin A-Rattenernhert zu erzielen. Auf 
Grund dieser Bestimmung wird der nach Rattenernheiten ermittelte 
Gehalt eines Priiparates in internationale Evnheiten umgerechnet. 
Die wiederholte Durchfiihrung solcher Vergleichspriifungen (Serie 
mit 2—3 Dosen um mindestens 25 °/, abgestuft an der Schwelle 
der Wirksamkeit) zeigt aber, daB die Grenzdosis keine feststehende 
Grobe darstellt. Die Schwankungen kénnen gréfer sein als den 
innerhalb einer Priifungsserie unterscheidbaren Dosen entspricht. 
Bei der gleichzeitigen Priifung von 2 Priparaten verlaufen diese 
Schwankungen nicht immer gleichsinnig, d. h. bei stirkerer Wirk- 
samkeit des Standard-Priparates im Vergleich zu friitheren Prii- 
lungen ist nicht ohne weiteres eine entsprechend erhéhte Wirk- 
samkeit des zweiten Priiparates zu erwarten. Der biologisch 
ermittelte Gehalt eines Priparates an internationalen Vitamin 
A-Kinheiten stellt daher immer einen Niherungswert dar. Um 
iber die Streuung des biologischen Versuches genauere Anhalts- 
punkte zu gewinnen, haben wir im 2. Teil dieses Abschnittes die 
Viesamtergebnisse der einzelnen Priifungen nach rechnerischem 
Verfahren ausgewertet. Es wiire wiinschenswert, wenn in der 
Literatur hiiufiger die Ergebnisse von wiederholt durchgefiihrten 
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90 Th. Moll und A. Reid, 4 
Tabelle 1 
Internationales 8-Carotin 
Standard-Lésung von f#-Carotin in KokosnuBél 
1 g Lésung entspricht 300 y @-Carotin = 500 LE. 
11.E. (internationale Einheit) = 0,6 y #-Carotin 
© Zahl der Tiere Durchschnittliche . t 
5 “ee _ | Gewichtszunahme Standard. 
= bei Versuchs- ; 
= ts “a bei Versuchsende abweichung 
8 [se] “""" _s| nach 85 Tagen in g oO Zeit 
S 2 a ,a 8le a Priif 
Zeit der o |Bolse eg 8 8 | 
9 |eelecciatia & | 
Priifung oo oe |S S i Ia <aal.. . | fir alle | fiir alle 
Ce ba 6 q e8 | ey fiir eine | Prii fiir eine Pr; 
AB. 15.) 2 S/S bo] pea | Nites a 
331954! © fa Priifung | fungen Priifung feel 
a So S12 o\+ oO | es 
= 2 & ie Se | = 
Ss =| Per| By 7 , 
y N i é oi | a ; =! 18 y | Ty \. 
V. 1987 | 24 | 10 | 10 | 0 | 0 +34 + 8,75 Ey. 
_ ~~ ae | +34 + 85 
X. 1936 2,0 6 6 0 0 +33 + 13,5 VI 
as oe eS ee Pe i 135 BVI, 
v. 1937 | 1,8 | 11 1110/10 +22 + 85 Vil 
XII. 1937 | 1,8 5 5 0 0 +23 + 9,5 
16 16 | O 0 4-23 an Vo 
VII. 1936 | 1,5 | 10 3 |o0]|o +14 L 4 IX. ] 
VI. 1937 | 1,5 6 gs |21/0 +14 t 64 I. 1 
Il. 1988 | 1,5 | 10 9 | 0) 0 +34 +10,4 ar 
VII. 1938 | 1,5 | 10 .itia +21 12,0 I. 1 
36 23 3 | 1 +21 +123 
v. 1937 | 1,2 | 10 siei-« + 9 +10,1 a 
VI. 1937 | 1,2 9 2/0/ 1 +11 + 7,8 “4 
XIT. 1937 12 6 4 0 2 +19 + 7,1 
II. 1988 | 1,2 | 10 9 | 0! 0 +29 + 10,6 ~ 
III. 1938 | 1,2 | 10 S12) 1 +18 +14,4 VI. 1 
V. 19388 | 1,2 | 12 7 19) °0 +13 +14,5 It, 4 
VIII. 1938 | 1,2 6 14°) 2 +14 | t 8,3 VI. 1 
68 | 33 | 6 | 9 | +16 i 124 
III. 1938 0,9 10 5 4 2 +15 +19,9 
V. 1988 | 0,9 9 = 0; 2 +14 + 11,8 
9 | 8s | 4| 4 | +14 | Pri 
Ill. 1938 | 06 | 8 ia. + 9 + 7,8 Gen 
IV. 1938 | 0,6 7 0 5 1 0 + 9,9 
5] 2/9 |-2 | 4-5 £098 Pri 
165 Tiere Trnter. /-Carotin day! nac] 
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Tabelle 2 
6-Carotin ,,Merck“ 


(0,03 °/,ige Losung in KokosnuBél mit 0,01 °/, Hydrochinon) 





















































© Zahl der Tiere Durchschnittliche 
———— © had Gewichtszunahme Standard- 
—— om ei Versuchs- bei V saci 
an | o nite el Versuchsende abweichung 
dard. 2 ees i 
pe) ~ ' 
chung a rs or a @ |-2 Ag 
- Zeit der o o 2 g K oo § s 2 
rifune | & [BRIS ee lseiag fir alle pas 
Priifung = OS ifanlswmiaslo. . ir alle |. ._ | fiir alle 
oo | MS Te BS Sea ep fiir eine Prii- fiir eine Pri:- 
fiir allel & g15od\o8 gs | Priifung fur ren | Pviifung f 
vl TE16 5 2155/85 ungen | fungen 
Prij. ee + = ey A a 
fungen fF 3 EL alg eo y 
\ intl if N - = a Cy 
oy \ LYad é 2,4 8 8 Q) 0 +359 | -- 9,4 
| | +385 + 9,4 
eS V. 1937 | 1,8 9 7 0 0 +27 + 10,2 | 
Tr 51) 4 +27 10,2 
3h VE 1988 | 1,5 | 10 71/0! 1 +20 | +11,0 
VII. 1988 | 1,5 | 12 6/2] 5 +14 | + 18,2 
Vill. 1938 | 1,5 | 10 5 3 1 +13 | +11,1 
32 m@ |e) 2 +16 + 12,5 
‘eR v. 1937 | 1,2 | 10 6 | 0] 0 +22 4+ 12,0 
IX. 1987 | 1,2 | 10 8 | 0) 0 +20 + 6,1 
II. 1938 | 1,2 | 10 9 | § 0 +25 4+ 10,9 
VI. 1938 | 1,2 | 10 ei ss +13 + 10,6 
VIII. 1938 | 1,2 9 2 2 1 + 8 + 9,5 
19 49 | 30 | 5 | 3 | 27 + 10,8 
# VI. 1938 | 0,9 | 10 3 5 4 + 7 + 8,2 
VI, 1938 0,9 9 4 3 2 +10 + 9,§ 
19 | 7 | 8 6 | + 9 + 86 
VI. 1937 | 0,6 | 10 1 1 5 + 6 - 6,1 
Il. 1988 | 06 9 5 3 1 +16 +11,5 | 
VI. 19388 | 0,6 | 12 0 | 8 4 + 2 + 6,1 
124 31 | 6 |12 | 10 | + 8 +10,1 
148 Tiere %s.carotin ,,Merck* = 10,5 
16.3 Dts ( " a ° ° sd e e 
“'’ Priifungen des Standard-Priiparates mitgeteilt wiirden, damit die 


Genauigkeit der jeweils angewendeten Testverfahren erkennbar ist. 

Die von uns im Wachstumstest an Ratten durchgefiihrten 

+ “"— Priifungen sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt und 
i)— nach dem Verfahren der Grenzwertbestimmung ausgewertet. 
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Hierin sind nur Pritungen von solchen Praparaten autzetiilt. 
die fiir die im allgemeinen Teil erérterten Fragen von Interesse 
sind. Der weitaus gréBte Teil unserer Priifungen betrifft andere 
Priparate (Lebertrane und Vitamin A-Konzentrate verschiedene; 
Herkunft); diese wurden nicht mit aufgenommen und die genanntey 
Tierzahlen entsprechen nicht der Gesamtsumme der von uns fijy 
Vitamin A-Priifungen eingesetzten Tiere. 


Auswertung nach der Grenzwertbestimmung’). 

1. 8-Carotin. Die Priifungen der-internationalen 6-Carotin-Standard- 
Lésung und einer als Hilfsstandard verwendeten §-Carotinlésung eigene; 
Herstellung sind in Tab. 1 und 2 zusammengestellt. Die Standardlésungen 
wurden mit KokosnuB6l, das 0,01 °/, Hydrochinon enthilt, verdiinnt. 

Die Tabelle zeigt, daB das internationale 8-Carotin in den Dosen 04 
und 0,9 y in allen Priifungen unwirksam ist. Die Dosis 1,2 y ist in 1 yon 
7 Priifungen ausgesprochen wirksam. Dagegen ist in den iibrigen Priifungen, 
bei denen vereinzelt eine Gewichtszunahme von 15g im Durchschnitt, 
aber nicht bei ?/, der Tiere erreicht wird, und bei denen einzelne Tiere 
spezifische Erscheinungen von Vitamin A-Mangel zeigen, diese Dosis unwirk- 
sam. Die Dosis 1,5 y ist in 3 von 4 Priifungen unwirksam, in 1 Priifung 
ist sie wirksam. Erst von 1,8 y (3 I.E.) an sind simtliche Dosen immer 
wirksam. 

6-Carotin ,,.Merck“ ist nach diesen Priifungen ebenso wirksam wie 
das §-Carotin des internationalen Standard-Priiparates. Die sicher wirkende 
Dosis betrigt bei §-Carotin ,,Merck“ ebenfalls 1,8 y. Die Dosis 1,5 y ist in 
1 von 3 und die Dosis 1,2y in 2 von 5 Priifungen wirksam. In den anderen 
Priifungen ist diese Dosis ausgesprochen unwirksam, ebenso sind die Dosen 
unter 1,2 y unwirksam. 

Das Wirkungsverhiiltnis von Ratteneinheit zur internationalen Linheit, 
gemessen an der Wirksamkeit der internationalen §-Carotin-Standard-Losung, 
ist mithin: 

I Vitamin A- Ratteneinheit = 2—3 internationale Einhetien, wobei dic 
Verhiltniszahl fiir die sicher wirkende Grenzdosis bestimmt iiber 2,5 und 
nahe an 3 I.E. liegt. 


2. Mischearotine. (Internationales Standard-Priparat 1931 und 
Mischearotin eigener Herstellung). Die Priifungen dieser beiden Miscl- 
carotine in Tab. 3 und 4 zeigen, dab die Wirksamkeit der Dosis 3 y nici 
1 Ratteneinhett entspricht. Mit dieser Dosis wird zwar beim internationalen 
Mischcarotin- Standard -Priparat im Durchschnitt die geforderte Gewichts- 
zunahme von 15g, aber nicht bei 60°), der Tiere erreicht. Ebenso sind 
2 Tiere von 42 an spezifischen Vitamin A-Mangelerscheinungen erkrankt. 
Das Mischearotin eigener Herstellung ist nach dem Ergebnis der gesamteu 
Priifung entgegen der friiheren Mitteilung ebenfalls bei 3 y ungeniigen( 
wirksam. Erst mit 5 y sind die beiden Priparate ausreichend wirksam. 





*) Die verwendete Lésung des internationalen #-Carotin- Standards 


wurde durch das Entgegenkommen der internationalen Standardisierungs 
kommission in London im August 1936, April 1987 und Marz 1938 zur 
Verfiigung gestellt. 
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Tabelle 3 


Internationales Mischearotin, in Ampullen 4 10 mg 
1 I.E. (internationale Einheit) = 0,001 mg 






































© Zahl der Tiere ae 
= +} > > oo" 
ws § e bei Versuchsende & 2S to 
S £5 E a0 © 2 :208 
_ j = pu _ orn 
A |ss|aes! = ~~ IiZss 
eam | ealg’aa ' 
Zeit der © E ola hi a olis2/lBae? & 1 Standard- 
ic wo, see! Sa | SM lo 5S 
Priifung = wm Pak |) ee qa 13 a2 2 | abweichung 
op O° =o Qy | 4&0 BR ie 
cs TA pos? PM SES IES 
eae | EES) 4° | $8 [Qe 
e2}o 8 ‘ i 
Ne és) a A = > 
7 d > 3 = ) Wh 
I\ IX. 33 5 20 20 0 0 4+- 32 3,2 
V. 33—XI. 34 é 42 23 I + 17 + 11,7 
VILL 33 2 10 1 2 2 + 3 i a 
72 Tiere Tintern. M. Carot. = 11,9 
ry 
Tabelle 4 
Misch-Carotin ,,Merck* 
© Zahl der Tiere Le 
P a's bei Versuchsende | 2 3 4, 
2 £5 sasipenin "Se 
a oO © —_ -oF&g 
- -Eeetee i2 ® Int so7 
- eZ }/oe8 & f,/245 
, > = oe a ege-c 1 
Zeit der © Peis” tw @, S29 1889s] Standard- 
6 |&s|ae2|/ se Ah lsee & 
Priifung a wr pae™ ge 43 13 22 | abweichung 
hod @ “a Sm 10 Bye aWioks & 
sow is Ean ea a Of © om © aerren 2 Yer) 
— ore 2 ar? Ss a 3.2 oo 
: a2 6s 22 a8 ]Qe: 
ania” s|* 256 |" ” 
NE JOsa g > 
, «: os ° a=} =| y vy 
d ia es 
V. 19381 10 12 12 0 0 + 36 + 10,3 
V.31—X. 38 5 51 46 0 0 + 23 + 8,2 
VI. 31—X1.34 3 102 60 2 + 20 + 12,8 
XI.31—X. 88] 2 31 6 0 4 + 9 + 1,6 
V. 31—II. 32 1 24 5 2 6 + 6 + 7,6 
aha — . ») 
220 Tiere PM. Carot.,,Merks = = £ 10,2 


Nach den iibereinstimmenden Ergebnissen mit beiden Mischearotinen 
hetrigt das Wirkungsverhiltnis von Ratteneinheit zur internationalen Ein- 
heit fiir das urspriingliche Vitamin A-Standard-Mischcarotin 1:5. Das 
Dosenverhiltnis von Mischcarotinstandard (1931) zu 6- Carotin-Standard (1934) 
ist mithin 4—5:1,8 oder 1:0,4. Wir befinden uns also in guter Uberein- 
stimmung mit der von der Standardisierungskommision festgelegten Relation 
von 1:0,6. 
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Tabelle 5 


Verschiedene Voganherstellungen 





Nr. der 
Voganherstellung 


1916 


1639 
1736 
1790 
1816 
1890 
1901 
1929 
1916 
1916 
2094 
2826 
2833 
2977 
3065 


1639 
1790 
1816 
2094 
3065 


3065 


herstellungen sind in Tab. 5 zusammengestellt. 
0,025 cmm bei simtlichen 14 Herstellungen der Wirksamkeit der Ratten- 


einheit entspricht. Die Gewichtszunahme von 15 g wird im Durchschnitt 


bei jeder einzelnen Priifung, sowie von der Mehrzahl der eingesetzten Tiere 
erreicht und spezifische Vitamin A-Mangelerscheinungen sind bei keine 














© Zahl der Tiere 
= bei Versuchs- 
ml 
PL) ende 
? —_ 
$8 2alo |¢ 
rites 1° — 1s Vics j= 
Tigliche] BO JS we |S 5 
Be ladsia i= & 
Dosis 2 5 Se skis 
~ oC mia & _ an 
i “a = S "A, cS | B24 Sb 
Salospsiewisa 
21S 819 5|\ 83 
— Ss | opm 
a ~~ = ia | > — 
co) — <3 oN) se eB) 
emm N = 10 | =| qt 
0,03 11 8 0 0 
0,025 10 | 10 | 0! 0o 
0,025 7 7 | 0 0 
0,025 9 7 0 0 
0,025 9 9 0 0 
0,025 12 6 10] 0 
0,025 9 6 | 0! 0 
0,025 10 7 0 0 
0,025 8 4|/0/!0 
0,025 9 6 io] 
0,025 8 5 0 0 
0,025 . 7/0! 0 
0,025 10 8 0 0 
0,025 11 7/010 
0,025 10 9 }/0! 0 
18 98 0 0 
0,0125 8 0 0 0 
0,0125 10 01s! 4 
0,0125 10 Ba. 
0,0125 10 1 2 8 
0,0125 10 8 i2] 1 
48 5 13 16 
0,00625 | 10 1 |s/| 3 

















3. Vogan. 


199 Tiere . 


Die seit dem Jahre 1932 biologisch gepriiften Vogat- 
Sie zeigt, daB die Dosis 
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der 130 Tiere aufgetreten. 
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Dagegen wird bei den Priifungen der Dosis 
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0.0125 emm die erforderliche Gewichtszunahme nicht erreicht, und der 
gréBte Teil der Tiere ist an Vitamin A-Mangel erkrankt und eingegangen, 






























































zwar im Durchschnitt und von der geniigenden Anzahl von Tieren erreicht, 








ebenso ist die Dosis 0,00625 cmm ausgesprochen unwirksam. Bei allen 
Voganherstellungen liegt demnach die wirksame Grenzdosis zwischen 0,025 
und 0,0125 cmm. 
Tabelle 6 
Vogan 3062 
© Yahi der ‘Tiere Durchschnittliche 
® 47 Gewichtszunahme Standard- 
= bei Versuchs- . +7 : 
Sw q bei Versuchsende abweichung 
= > — nach 35 Tagen ing 
SS cen vite. | 
Tir, ISA. <6 = q 
tit der | **8 Bolsf ig | 28 
liche |e EB] 2c&ia |= w ; bo 
Priifing | posig 12 3/2 su (Sl a. . fiir alle | | fiir alle 
osis | WS | "o ES 28/58 fiir eine Prii- fiir eine Prii 
BLE 6g) Seles tol p,;: > pis : 
38 ae 5 (4) Eo Prifung | fungen Priifung fungen 
mi ©@ 5 |e o|8'o | - 
ic 2 ot ; a . 
emm |N Bais sy on ¥ oy 
a a> Swe| ” Ls tia) a a Te } 
XI. 1937 | 0,05 iw! 9 0! 0 +26 + 12,1 
XII. 1987 | 0,05 9/ 9 |0 0 +40 + 14,0 
i9/ 18 0} 0 +33 +14,3 
IV. 1937 | 0,025 10 9 0 0 +23 + 9,7 
VIII. 1937 | 0,025 10 9 0 | 0 +26 + 10,6 
X. 1937 | 0,025 8 7 0 0 +25 +12,5 
XII. 1937 | 0,025 | 10] 9 0 | 0 +29 + 14,3 
IV. 1988 | 0,025 | 10 7 0; 1 +22 + 12,1 
VI. 1938 | 0,025 | 11] 10 | 0} 1 +21 +12,1 
59 dl 0 2 +24 + 10,8 
IV. 1938 | 0,018 7 3 4 0 +16 + 13,6 
+16 + 13,6 
IV. 1937 | 0,0125 | 10 3 3 1 +10 + 8,3 
XI. 1937 | 0,0125 8 0 21 2 + 1 + 7,9 
XII. 1987] 00125} 9] 38 | 4/1 4 4+11,2 
az] 6 | 9 | 4 | +7 + 10,2 
V. 1937 | 0,00625] 10 1 8 | 8 «3 + 9,6 
~~ + 9,6 
122 Tiere TVogan 8062 — -+- 11,2 
. Die weiterhin eingehend untersuchte Voganherstellung 3062 (Tab. 6) 
ist ebenfalls bei der Dosis 0,025 emm nach den zu verschiedenen Zeiten 
durchgefiihrten 6 Priifungen wirksam, ebenso die héhere Dosis 0,05 emm. 
Dagegen wird bei der -Dosis 0,018 emm die Gewichtszunahme von 15 g 
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s 


aber bei 4 von 7 Tieren ist wihrend der Behandlung Xerophthalmie ayf. 
getreten, so daB diese Dosis nur knapp die Anforderung der Ratteneinhei 
erfiillt. Die kleineren Dosen 0,0125 emm und 0,00625 emm sind ays. 
gesprochen unwirksam. 

Die umfangreichen Priifungen der verschiedenen Voganherstellungey 
zeigen, da8 die wirksame Grenzdosis dieser Priparate zwischen 0,025 und 
0,018 emm liegt. Der Vitamin A-Gehalt betriigt mithin nach der Wirksam 
keit der Dosis 0,025 cmm mindestens 40000 Ratteneinheiten im Kubikzentj. 
meter oder 44000 Ratteneinheiten im Gramm. Bei dem Wirkungsverhiilt. 
nis 1:3 der Ratteneinheit zur internationalen Einheit entspricht dicser 
Gehalt mindestens 130000 internationalen Einheiten und nach dem Wirkungs 
verhiltnis 1:2, das vereinzelt bei Priifungen der Standard-(-Carotinlisung 
gefunden wurde, mindestens 88000 I.E. im Gramm. Da das Wirkungsver 
haltnis 1:3 aber, wie schon gezeigt wurde, dem wahren Wert der Grenz 
dosis niéher liegt, so betrachten wir die Deklaration des Vogans mit 
einem Vitamin A-Gehalt von 120000 LE. im Gramm als gerechtfertigt. 


Tabelle 7 
Vogan 3062 verseift 























© Zahl der Tiere Durchschnittliche g 7 
> bei V Gewichtszunahme Standard- 
= ei Versuchs- . a ; 
Hs ‘. bei Versuchsende abweichung 
eS = nach 35 Tagen in g 
4 a Tii Ag Z om & fom jas} =~ 
Zeit der an 59 sans (38 
lche }]S S28 se234 42 bk 
Priifung SRI Sel sein & fiir alle fiir alle 
8 | Dosis |HSIS setts fiir eine ” fe eine! .. 
18 FSS 8) 5 S| fiir eine Prii- ir eine p,. 
i Ba aE |.5 . ri - ru 
Om! goto | gs 2] Priifung Priifung , 
Ooi sisel ac fungen © fungen 
mt Sake le © 
= ~ = A >— 
os) ‘Ss of —~ © sf 
emm [N Ba. & g & } fs, 
Sri” a} 
XII. 1937 | 0,05 10 10 0 0 +-29 + 17,7 
+29 i 
IX. 1937 | 0,025 11 1 2 ] + 3 + 14,3 
XII. 1937 | 0,025 | 10 5 | 2/1 +14 + 85 
21] 6 | 4/2 | + 8 14, 
XII. 1937 | 0,0125] 9 2151/8 + 6 +12,6 
+ 6 2, 
a 19? 
40 Tiere TVogan 3062 verseift “’ 


4. Vogan 3062 verseift. Bei beiden Priifungen in Tab. 7 erfiillt die 
Dosis 0,025 cmm nicht die Forderung der LRatteneinheit. Die erforderliche 
Gewichtszunahme wird weder im Durchschnitt noch bei der Mehrzalh! der 
Tiere erreicht und mehrere Tiere sind an Vitamin A-Mangel erkrankt und 
eingegangen. Wirksam ist nur die Dosis 0,05 cmm, die gleichzusetzen ist 
der Wirksamkeit der Dosis 0,025 emm des Vogans 8062, aus dem das 
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verseifte Priparat gewonnen wurde. 





Tabelle 8 
Standard-Lebertran [| 
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Die Dosis 0,0125 emm des verseiften 
Produktes ist vollkommen unwirksam. Die Grenzdosis liegt mithin zwischen 
0,025 und 0,05cmm, jedoch niéher der Dosis 0,05 cmm. 
Vogan 3062 ist demnach nur halb so wirksam wie das nicht verseifte 
Produkt und enthilt somit nur etwa 20000 Ratteneinheiten im Gramm. 

5. Standard-Lebertran I und II. 
Ausarbeitung der biologischen Methode eingehend gepriift worden. Die 
Ergebnisse des Standard-Tranes I sind an anderer Stelle bereits veréftent- 
licht®). Die in den Jahren 1930—33 insgesamt durchgefiihrten Priifungen 
dieser beiden Trane sind in der Tab. 8 und 9 nochmals zusammengestellt. 


Diese beiden Trane sind bei der 


Das_ verseifte 
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Zeit der Priifung 


XI. 30 Ill. 31 
XI. 3 VIL. 31 
All. 80--VIII. $1 
Ill. 3i-- VII. 32 
V. 31-- VII. 32 
XII, 830--VIII. 32 


II. 3 V. 32 
IV. 3 V. 31 


V. 32—VIII. 34 
'. 32— III. 35 
32 
32 IV. 38 


ee etl 
co 
bo 
— 
— 
— 


Bei dem Standard-Lebertran I wird bei der Dosis 2,5 emm nach dem Durch- 
schnitt aller Priifungen eine Gewichtszunahme von 26g erreicht und die 
getorderte Gewichtszunahme ist bei mehr als */; der eingesetzten Tiere 
vorhanden, An Xerophthalmie ist bei dieser Dosis kein Tier erkrankt, und 
hur 1 yon 61 ausgewerteten Tieren ist an Vitamin A-Mangel eingegangen. 











© ; ‘ 
i Zahl der Tiere 
a bei Versuchsende 
eS © 
= ; -_ ; 
= =| mM [=| ro) ‘ 
Sais ¢2)\-s aa 
Tig | 23/8224 | 3h 
i Os co — | ’'.g 
liche | = 2 Seni ie qa 
Dosis | &2 fea" | a2! 22 
OS1S > = oS ot ewe! -“ & 
— oO. [2] e wd | =| 
D om és) wi alah mee 
4 Os | a ilies 
oma = » & | ~ ee 
a ‘So 0 ie 
‘ os Reman | & sj oN 
cinim N] = sta ins} = 
2 38 38 0 0 
10 53 48 Q 
5 38 36 0 8) 
25 | 6t 52 | «(0 
20 | 61 25 | 2 ; 
1,0 | 112 $4 | 14 | 25 
0,5 | 51 7 | 20 | 27 
0,25 | 30 2 | 21 | 28 
444 Tiere 
mh 
Tabelle 9 
Standard-Lebertran II 
2,5 78 68 | 0 0 
2.0 38 13 0 3 
1,0 29 2 4 16 


0,5 22 1 1 | 14 


167 Tiere 


« 
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35 Tagen in g 


Versuchsende 


nach 


Durchschnittliche 
_. Gewichtszunahme bei. 





Ost.-Tr. 11 = 





Standardabweichung 
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~~ 
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+ 18,5 
+ 18,0 
+13,2 
+10,0 
+ 13,3 
+11,0 
+ 9,2 
+ 95,6 
+ 12,7 
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Die gepriften Dosen iiber 2,5 cmm sind bei allen Priifungen wirksam. Be; 
der kleineren Dosis 2,0 cmm wird im Durchschnitt und bei der Mehrzah| 
der behandelten Tiere die geforderte Gewichtszunahme nicht erreicht, und 
ein groBer Teil der Tiere ist an Mangelerscheinungen erkrankt und ei. 
gegangen. Auch die kleineren Dosen sind simtlich ausgesprochen unwirksam, 
Die Priifungen des Standard-Lebertrans II stimmen bei den gleichen Dosey 
mit dem Standard-Lebertran I iiberein. Bei beiden Tranen liegt die wirk- 
same Grenzdosis zwischen 2,5 und 2,0 cmm. Ein Unterschied in der Wirk. 
samkeit ist zwischen beiden Tranen nicht erkennbar. Der Vitamin A-Gehalt 
der beiden Trane betrigt mindesten 400 Ratteneinheiten im Kubikzentimeter. 
d. h. etwa 1300 LE. im Gramm. 


Tabelle 10 


United States Pharmacopoeial Reference Cod Liver Oil (1934 





























2 Zahl der Tiere Durchschnittliche Stand 
o bei Versuchs. | @¢Wichtszunahme Standard- 
H d ; bei Versuchsende abweichung 
ao wend nach 35 Tagen in g 
2 i em 
Tie | 22 ,asile i¢ | 
Zeit der | 148 BoleSm&e (8s 
a" liche |e a] eSS ia. ia & io i dd 
Priifung Dosis | 23/2 eolsezital -... | fiir alle}. | __ fiir alle 
osis | a2 | "> ai 2 '8/,_ t| fir eine| p fiir eine Pri 
“se BE | AE |S bp — | i >.28 : 7 
38 os “ o | she E = Prtitung | fungen Priifung fungen 
2 ies eS Sh. | 
~ si | aN} a D . 
emm |N E’e.ini Gf |g bo y oy 
gre | & 
Vv. 1934] 1,25 | 11 | 10 | 0 | 0 +22 + 8,0 
| | +22 +8, 
VII. 1934 0,625 16 9 0; 2 +16 + 10,0 
IX. 1935 0,625 11 7 0 0 +16 3,3 
27 | 16 | 0 | 2 | +16 L 8,2 
IX. 1934 | 0,5 12 0; 4/ 0 — 2 + 12,0 
X. 1934] 0,5 10 0|7)6 a + 5,15 
22 | o |i | 6 | — 8,1 
60 Tiere CUS PR. = =% 


6. U.S. Pharmacop. Reference Cod Liver Oil. Die Priifungen 
dieses im Jahre 1934 bezogenen Tranes sind in Tab. 10 zusammengestellt 
und zeigen, da& die Dosis 0,625 cmm ungeniigend wirksam ist. Die erforder- 
liche Gewichtszunahme wird zwar im Durchschnitt, aber nicht von der 
Mehrzahl der Tiere erreicht und einzelne Tiere sind an Vitamin A-Mangel 
eingegangen. Die Dosis 1,25 cmm ist ausreichend wirksam und entspricht 
der Dosis von 2,5 emm unseres Standard-Tranes I und II, dessen Wirksam- 
keit mit 400 R.E. bestimmt wurde. Die wirksame Grenzdosis liegt jedoch 


noch unter der Dosis 1,25emm, und es kann mit einem Gehalt von 800 
bis 1000 Vitamin A-Ratteneinheiten im Kubikzentimeter gerechnet werden. 
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- Bej Mithin ergeben sich fiir den Standard-Tran der amerikanischen Pharma- 
rzah| fF kopoe 2400—3000 internationale Einheiten im Gramm, ein Ergebnis, das 
und mit den von anderen Autoren gefundenen Werten gut iibereinstimmt. 


ein- Rechnerische Auswertung der biologischen Priifung. Nach dem 
































‘Sam, 5 “ . 
osen ff Vorgehen anderer Autoren [insbesondere Coward und Mit- 
virk- [F arbeiter*°—4%)] haben wir versucht, eine Auswertung unter Beriick- 
nes ' sichtigung aller gepriifter Einzeldosen vorzunehmen. Zu diesem 
pha P ° , ‘ ‘ ‘ 
we Zweck muB man eine Relation zwischen der verabreichten Dosis 
7 und der Gewichtszunahme aufstellen und kann dann die so 
erhaltenen Funktionen miteinander vergleichen. Voraussetzung 
| ist hierbei, daB die Versuchsbedingungen der einzelnen Priifungen 
34) FF ocleich sind. In unserem Falle ist diese Forderung erfillt. 

Wir verwenden zunichst die in den T'ab. 1—10 enthaltenen 
ard- fF \Mittelwerte der Gewichtszunahme (Y) und setzen diese in Beziehung 
hung zum log Dosis = « nach der Regressionsgleichung 

AY-dAx 
ee ee ae 
Mt - > 42" ( M); 
tir alle , , ° = ° ” 
e ‘a worin Yj, und xy, die Koordinaten des ,,Schwerpunktes der Kurve“ 
rii- oe ae See 
iain (Mittelwerte aus den gemessenen Y und 2) bedeuten, JY die 
ren ° ° + y ° . 
Abweichung der einzelnen Y von Yy und 42 die Abweichung 
ry der einzelnen % von 2. 
+ 8 fj j y -Carotin 
35 + olntern. Stand. Prap. s, 
ef-CarotinMerck 0° Y 
| 30 + o 
os 25 | 4 
wa %O 
mi we 
175 
1S, 15 } ° 
8 40 | 
> & 
ren fe) 0.5 xzlog Dosis 14.0 
llt Op pm 09 12 1518 24 
er- : oo 
ler §& Fig. 2 
re] 
cht Die englischen Autoren‘) verwenden eine andere Gleichung, in der 
m- : ; ~ ' , , , 
mt der Regressionskoeffizient = ZY ist. Die numerische Rechnung zeigt 
ae B 4x 
00 § indessen, daB die Unterschiede anion den beiden Koeffizienten gering 


D. — sind; wir bevorzugen obige Gleichung, weil sie aus der iiblicherweise in 
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der Fehlerrechnung verwendeten Gaussschen Methode der kleinstey 


Quadrate abgeleitet ist [Behrens*‘)}. — Einen wiederum verschiedeney 
; i 7 ‘ Ay Aa 
Regressionskoeffizienten verwendet Piitter *): — PXIELE - (n = Anzahl 
g n 
SA en 


2! 
nt n-1 


der gemessenen 2, Y-Paare). Dieser gleicht sich mit steigendem 7 dem yoy 
uns verwendeten an; bei niedrigen n-Werten, wie sie hier zur Verfiiguny 
stehen (8—8), ist er offensichtlich nicht anwendbar. 


y Misch- Carotin 























35 + oo tatern. Misch-Carotin e 
e Misch-Carotin Merck v.. 
30 + / 
/ P 
25 b Z ae 
°o 
20 + ef 
1735 }- a cl siceetcecenpssbamnemnerminrenensieiagecseatemenaaireacaanitte 
_~+ 
75 }. wen’ 
40 Ee P of 
s a + 
5 = a vd 
o | 9 ne 0.5 x= log Dosis 40 
ey 10 20 30 5.0 10 
Fig. 8 


Die Ausrechnung ergibt fiir die verschiedenen gepriiften Priiparate 
folgende Regressionskoeffizienten : 


6-Carotin, internationales Standardpriiparat . . . 47,3 
CGM ttt wees 
Mischcarotin, internationales Standardpriiparat. . 72,3 
ee nr 
eit SG bos os 6 ee ee 
Vogan 8062 ,,verseift‘ ........2.... -88,0 
Standard-LebertranI ............ . 249 
Standard-Lebertran II. ............ 28,2 
U.S. P. Reference Cod Liver Oil ....... . 50,6 


Die zugehérigen Kurven sind in Fig. 2—5 dargestellt. 


Beim #-Carotin, dem fiir unsere Priifungen als Standard 
wichtigsten Priiparat, ergibt sich eine gute Ubereinstimmung 
zwischen dem internationalen Standard und einem hier her- 
gestellten Priiparat. Die anderen Priparate haben andere 
Regressionskoeffizienten (Neigung der Geraden), so daB man ver- 
schiedene Ergebnisse erhilt, wenn man den Vergleich bei ver- 
schiedenen Y-Werten durchfihrt. Daber miissen wir eine 


bestimmten Y-Wert festlegen und den Vergleich immer auf diesen 
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hezichen. Wir wahlen Y = 17,5 g, weil die Vogan- und Leber- 


trankurven zeigen, dafs in diesem Bereich eine besondere Emp- 
findlichkeit herrscht, eine Kigenart der x, Y-Relation, auf die wir 












































spiter noch eingehen. 


y Vogan (verschied. Herst.) 
35+ 
30 |- 
25+ 7 Py - 
20 |- © 
17.5 nail. a 
15 a 
a 
10 | oe 
yo 
5} 4 
0 e 
=5 
0 05 x=log Dosis 10 
Dosis s iy = : 
inemm 0.00625 0.0725 0.025 0.05 
Fig. 4 
Y| Vogan 
35} eYogan J062 
wt aVogan 3062 verseift i 
Pa es) 
$5 L Ps 
« of e 
20| F Ya 
175 ~ rr ere i 
45 we al 
‘ 9 
40 |- we Ry 
YY « Wa D 
5+ wv 8 
z 7 
oO} a 
mt 
] 0,5 x=log Dosis 40 
k geaadl 0.00625 0.0125 00/8 0025 0.05 
Fig. 5 


Die Carotinwerte erlauben eine solche 


Auswahl nicht, da die ,,UnregelmaBigkeit der Relation in dem 


gepriiften Dosenbereich anscheinend gleichmiBig ist. 


Fiir das 


internationale #-Carotin ist der Korrelationskoeffizient r = 0,97, fiir 
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das #-Carotin Merck 0,93, d.h. die Relation ist von einem wirk- 
lichen funktionellen Zusammenhang (7 = 1) nicht sehr verschieden, 
(r errechnet sich nach —-~4*? "47 _ }; Aus der Regressions- 
V> 42?» >4Y? 
gleichung fiir das internationale #-Carotin errechnet sich fiir 
Y=1%7,5, 2=0,283 = 1,15 7 §-Carotin = 1,92 internationale 
Vitamin A-Einheiten. Die praktisch identischen Zahlen fiir 
f-Carotin Merck sind; « = 0,290 = 1,17 y = 1,95 internationale 
Vitamin A-Einheiten. Fiir die Auswertung des Vogans mit Hilfe 
der Regressionsgleichungen miissen wir also zugrunde legen, dab 
in der eine Gewichtszunahme von 17,5 g bewirkenden Dosis des 
zu priifenden Priparates 1,92 internationale Vitamin A-Einheiten 
enthalten sind. (Die Genauigkeit der Messung rechtfertigt natiir- 
lich nicht eine so priizise Angabe; man muB eigentlich auf 1,9 LE. 
abrunden. Da diese Zahl aber noch fiir weitere Rechenoperationen 
benutzt wird, lassen wir sie stehen und runden erst spiter das 
Ergebnis ab.) 

Errechnen wir nun in gleicher Weise aus der Regressions- 
gleichung fir Vogan 3062 den zu Y = 17,5 zugehérigen x-Wert, 
so erhalten wir 0,495 = 0,0176 mg Vogan. Das heiBt Vogan 3062 
enthilt im Gramm 110000 LE. (genau gerechnet 109000 LE), 
Die Regressionsgleichung des Vogan 3062 ,,verseift weist eine 
bemerkenswerte Parallelitit zu der des unverseiften Vogans auf 
und berechtigt daher zu einem genaueren Wirkungsvergleich. Kinem 
Y = 17,5 entspricht hier + = 0,685 = 0,272 mg Vogan ,,verseift*, 
d. h. verseiftes Vogan enthalt im Gramm 70000 LE. (genau ge- 
rechnet 71000 LE,). 


Unsere Regressionskoeffizienten fiir Vogan und Carotin sind nicht 
gleich; der Grund dieser Abweichungen kann vorliufig nur vermutet 
werden. Im Gegensatz zu der ,,unregelmiBigen“ Verteilung der Carotinwerte 
um eine Gerade zeigen die Voganwerte deutlich, daB die Beziehung von x zu 
Y nicht der geradlinigen Funktion y =a x +k entspricht, sondern einer S-formig 
gekriimmten. Da8 die Darstellung der Gewichtszunahme als Funktion des 
log Dosis nicht geradlinig sein kann, erhellt auch daraus, daB einem x= — © 
(Dosis 0) nicht die Gewichtszunahme — ©, sondern eine endliche (kleine) 
Abnahme entspricht, die theoretisch héchstens gleich dem Gesamtgewicht 
der Ratte bei Versuchsbeginn (in Wirklichkeit wegen des eintretenden Todes 
natiirlich nicht realisierbar) ist. Bei groSen Dosen steigt ferner Y ebenfalls 
nicht gleichméBig weiter an, da der in 5 Wochen erreichbaren Gewichts- 
zunahme der Ratten eine bestimmte Grenze gesetzt ist. Die Gewichts- 
zunahme und log Dosis verbindende Kurve nihert sich also bei kleinen 
(negativen) Y-Werten (schitzungsweise bei — 10 g) und bei hohen Y-Werten 
(schitzungsweise bei + 60 g) Geraden, die der x-Achse in diesem Abstand 
parallel laufen. Dazwischen liegt ein ,,steileres‘’ Kurvenstiick, das in kleinen 
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Absehnitten geradlinig erscheinen mag. Nach dem Gesagten kann aber 
kein Zweifel bestehen, daB die Funktion zwischen Y und z iiber den ganzen 
meBbaren Bereich nicht geradlinig ist. In Fig. 6 sind die Messungen fiir 
einen Lebertran (Standardtran I) graphisch dargestellt, der in einem Dosierungs- 
bereich von 1:80 gepriift wurde und bei dem die Gewichtszunahme von 0—43 ¢ 
variierte und wir glauben, daf diese Kurve die $-Form so zu erkennen gibt 
(wenn man die einzelnen Punkte miteinander verbindet), da sie nicht als 
zgufilliges Ergebnis innerhalb der Variationsbreite gedeutet werden kann. 





Lebertran 


e Standardtran ! 
oStandarattran I 
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Bei den gepriiften $-Carotindosen kann man den $-férmigen Charakter 
der Kurve nicht erkennen, aber man muB bedenken, daB der gepriifte 
Dosierungsbereich hier nur 1:4 betrug, und daB die Gewichtszunahme nur 
zwischen 5 und 34 g variierte, wihrend die $-Form vorziiglich bei hohen 
und niedrigen Werten zum Ausdruck kommt. Warum andere Untersucher, 
z.B. Coward*') bei einem Verhiltnis von 1:13 der gepriiften Dosen noch 
keine Andeutung der $-Form finden, kann von hier aus nicht geklirt werden. 


Die Regressionslinien der iibrigen Praparate vermitteln keine 
wesentlichen neue Erkenntnisse. Der Wirkungsvergleich des alten 
Mischcarotin-Standardpriparates mit dem neuen f-Carotin wird 
durch die stiirker abweichenden Regressionskoeffizienten erschwert. 
Diese Unterschiede mégen auf die mangelnde Haltbarkeit des 
alten Standards zuriickgehen, worauf auch andere Autoren (Hume)?) 
hingewiesen haben, Der Unterschied zwischen dem internationalen 
Mischearotin-Standard und dem Mischcarotin-Merck hingt viel- 
leicht auch mit der §-Form der Kurven zusammen, denn vom 
internationalen Standardpriiparat wurden nur drei nicht weit 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 3 
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auseinanderliegende Dosierungen gepriift. Will man auch hier 
fir Y = 17,5 einen Vergleich mit dem neuen f-Carotin-Standard 
durchfiihren, so ergibt sich die Dosis von 2,8 y fiir das Mischcarotip 
Merck und 38,1 y fir das alte internationale Mischcarotin. Mithin 
entsprechen rund 3 y Mischcarotin 1,2 y £-Carotin, eine Relation yon 
1:0,4, wie sie auch aus der Grenzwertbestimmung abgeleitet wurde, 

Fir Vogan ,,verschiedener Herstellungen“ liegen nur die Ergeb- 
nisse fiir vier gepriifte Dosen vor. Die Punkte liegen wiederum 
auf einer §-férmigen Kurve. Fiir den Schwerpunkt ergibt sich 
Y =+ 12; er liegt also unerwiinscht weit von unserem Vergleichs- 
punkt Y = 17,5 entfernt. Wenn sich aus der Regressionslinie 
daher fiir Y = 17,5, zc = 0,54 = 0,024 mg Vogan errechnet und 
daraus ein Gehalt von 80000 I.E. pro Gramm, so muB diese 
Angabe mit Sicherheit als zu niedrig betrachtet werden. 

Wahrend der Standard-Tran I in einem groBen und gleich- 
maBig um unseren gewdhlten Mittelwert verteilten Dosenbereich 
gepriift ist, trifft dies fiir den Standard-Tran JI nicht zu. Das 
ist wahrscheinlich auch die Ursache fiir die etwas abweichende 
Neigung der Kurven. Im Blautest war friiher festgestellt worden, 
daB der Standard-Tran I auch bei LuftabschluB und _oniedriger 
Temperatur eine schlechte Haltbarkeit besitzt und daher fiir Ver- 
gleiche mit anderen Priparaten nicht gut geeignet ist. Standard- 
Tran IT dagegen ist ausgezeichnet haltbar, iiber 6 Jahre ist chemisch 
keine Veranderung feststellbar. Aus den Regressionslinien errechinen 
sich fiir Standard-Tran I (Y = 17,5) « = 0,80 = 1,42 mg, ent- 
sprechend 1400 LE. pro Gramm, fiir Standard-Tran II (Y = 17,5) 
x = 0,95 = 2,02 mg = 950 LE. pro Gramm. — Der ,,U. S. P. 
Reference Cod Liver Oil“ ist nur in 3 Dosen gepriift worden. 
Aus der Regressionsgleichung errechnet sich fiir Y = 17,), 
x = 0,595 = 0,89 mg, entsprechend 2200 LE. pro Gramm. 


Wir behandeln nun die Frage, welche Genauigkeit unsere Ergebnisse 
besitzen, um zu entscheiden, innerhalb welcher Grenzen die Aufstellung 
der Regressionslinien und die Ablesung von Vergleichswerten sinnvoll und 
bedeutsam ist. Wir beschrinken uns fiir diese Diskussion im wesentlichen 
auf das #-Carotin, da fiir dieses Standardpriparat die Kenntnis der Genauig- 
keit besonders wichtig ist. Will man die Einzelmessungen als genau ansehen 
und nur die Variation aus der Abweichung der Punkte von der Regressions 
linie errechnen, so gelangt man zu folgenden Abweichungen. Wir beniitzen 


‘ , 1-r? 6b , ’ 
die Gleichung s, = ——_———- > Wworin b der Regressionskoeffizient*) s, die 


+ oid 


mittlere Abweichung dieses Koeffizienten, r der Korrelationskoeffizient**) und” & 





*) Vgl. S. 29. **) Vel. S. 32. 
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die Zahl der gemessenen Wertepaare ist. Fiir das internationale #-Carotin 
ergibt sich s,= 1,2 (also 6 = 47,3 + 1,2), fiir das 8-Carotin Merck b = 46,2 + 2,9. 
Fiir den MeBbereich (x = 0 — 0,6) ergibt sich die Abweichung von Y zu 

sY¥ =+0,7 bzw. 1,7. Man kann auch die mittlere Abweichung der einzelnen 


Punkte von der Regressionslinie nach s, oe ee . errechnen [Behrens**)], 


worin dY die Differenz der aus der Winsiine errechneten und der gemessenen 
Y-Werte und n die Zahl der Messungen bedeutet. Man erhilt nach dieser 
Gleichung sy = + 2,7 bzw. + 3,9. Wir haben die Abweichungen fiir die 
anderen Gleichungen nicht errechnet, da sie auch dort in der gleichen 
GriBenordnung liegen wie beim §-Carotin. 


Wir wollen die Abweichungen der einzelnen Punkte von der 
Regressionslinie mit dem mittleren Fehler dieser Punkte vergleichen. Die 
Variationsbreite der einzelnen Messung wird in der Literatur mit o (Standard- 
abweichung) bezeichnet. Sie bezieht sich nur auf die Gewichtszunahme (Y), 
da a sas = abmeBbar ist. Die Standardabweichung wird nach 

; /24 
ah l/ ae - 
Ay die Differenz zwischen Y (dem arithmetischen Mittel der Gewichts- 
zunahme bei ein und derselben Dosis) und den einzelnen Gewichtszunahmen (y) 
bedeutet. Die Tab. 1—10 zeigen, daB der Wert von a nicht sehr schwankt; 
aus allen 1638 Tieren errechnet sich ein o,,=+ 11,0g. Dieser Wert steht 


berechnet, worin n die Anzahl der verwendeten Tiere und 


in guter Ubereinstimmung mit den Angaben anderer Autoren; Coward‘*’) 
z. b. findet 14,7 fiir Ménnchen und 11,0 fiir Weibchen. 


Es ist trotzdem nicht unwichtig, sich ein genaueres Bild von der 
Variationsbreite des Wachstumstestes zu machen. Die Unabhingigkeit des v 
von der Dosis (und vom Priiparat) berechtigt uns, alle Variationen als gleich- 
wertig zu betrachten und direkt miteinander zu vergleichen. Wir haben 
dies fiir insgesamt 1079 Tiere getan, an denen folgende Priparate gepriift 
worden waren: Standard-Lebertran I, Standard-Lebertran II, Vogan 3062, 
internationaler $-Carotin-Standard und 6-Carotin Merck. Eine Erhdhung 
der Tierzahlen dindert die Verteilungskurve nicht grundsitzlich. Wir haben 
die Verteilungskurve fiir ,,Klassen“ mit einer Breite von +1,5g und 
+2,5g aufgestellt (Fig. 7, 8). Man sieht zuniichst, daB die Verteilungs- 
kurve nicht symmetrisch ist: negative Abweichungen kommen nur bis — 30g, 
positive dagegen bis + 52 g vor. Die positive Seite ist also niedriger und 
breiter, die negative schmiler und hdéher, ein Ausdruck dafiir, daB betriicht- 
liche Abweichungen nur nach der positiven Seite vorkommen (weil bei 
betriichtlichen Unterschreitungen des mittleren Wachstums die Tiere ein- 
gehen). Die Standardabweichung o ist also nicht genau gleich nach der 
positiven und negativen Seite. Besonders aufschluBreich ist die Tatsache, 
daB bei einer Klassenbreite von + 1,5 g zwar auf der positiven Seite schon 
gute Ubereinstimmung mit dem Charakter einer ,,zufilligen“’ Verteilungs- 
kurve herrscht, nicht aber auf der negativen. Untermittelwertig wachsende 
Tiere zeigen sive eine stirkere Variation untereinander. Die Unterschiede 
gle ony _ hier erst dann einigermaBen aus, wenn man zur Klassen- 
breite + 2,5 g iibergeht. 

3* 




































36 Th. Moll und A. Reid, 


o wird auch als ,,mittlerer Fehler der Einzelmessung“ (y) bezeichnet 
Co 

Vn’ 
worin x die Zahl der Einzelmessungen (Tiere) bedeutet. e« wird auch als 
,mittlerer Fehler des Mittelwertes“ bezeichnet. Bei der Bewertung von ; 
ist indessen gréBte Vorsicht geboten, da hierbei hiufig iibersehen wird, daf 


und fiir den Mitelwert (Y) errechnet man den mittleren Fehler nach ¢ = 





———, 


«— —» Variationsbreite der Gewichts- | 
zunahme nach 5 Wochen 


| ahi der Tiere pro Klasse von 3g | 













9 Tiere uber +3459 


a | a... mar +62 | 


309-27 24 2 -® 45-12 -9 6 -9 0 +3 +6 +9 042 45 1B 021 +24 027 1309 | 














Fig. 7 


der instrumentelle Fehler gré8er ist als der Fehler der Zufilligkeit («) und 
da8 « mithin nicht das Ma8 der wirklich erreichten Genauigkeit darstellt 
[vgl. auch Pitter‘). Es ist richtig, daB der Mittelwert einer gréBeren 
Zahl von Messungen genauer ist als eine einzelne Messung, mit anderen 
Worten, daB der Fehler des Mittelwertes (e) kleiner ist als der Fehler der 
Einzelmessung (o); aber durch beliebige Erhéhung der Zahl experimenteller 
Messungen kann der Fehler des Mittelwertes nicht beliebig klein gemacht werden, 
sonst hiitte z. B. Konstruktion immer empfindlicherer MeBapparate keinen 
Sinn, da man die gleiche Genauigkeit durch entsprechende Vermehrung 
der Zahl der Messungen mit den alten Apparaten erreichen kénnte; oder 
in unserem Falle wiirde — da o schon von etwa 20 Tieren an konstant 
(= 11,0 g) ist — e« bei Verwendung von 10000 Tieren 0,11 g werden. £3 
fragt sich also, wo die Grenze ist, innerhalb deren der wirkliche ,,instru- 
mentelle Fehler“ (= Fehler des Mittelwertes) liegt, ein Problem, das nicht 
(wie offenbar vielfach angenommen) der Statistik zugehért, sondern der 
Versuchstechnik. Uberlegen wir, welche Ursachen dem Fehler der Messung 
zugrunde liegen, so ist daran zu denken, daB sowohl ein wechselnder 
Fiillungszustand des Verdauungstraktes im Augenblick der Wiigung al 
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auch latente interkurrente Erkrankungen das Gewicht der Ratte sicher im 
Bereich der GréBenordnung ,,Gramm“ schwanken lassen. Diese Schwan- 
kungen werden mehr ausmachen als der obengenannte hypothetische s-Wert 
yon 10000 Tieren (0,11g), abgesehen davon, daB die Wigung der Tiere bei 
unseren Versuchen nur auf + 0,5 g genau durchgefiihrt wird. 


404 
ce 





« —Varialionsbreite der Gewichls- 
zunahme nach § Wochen 


|_ 4400 | Zeal der Tiere pro Klasse von § g 


[1079 Tiere insgesarmt) 
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Fig. 8 


Im allgemeinen nimmt der naturwissenschaftliche Experimentator an, 
dab durch mehrmalige Messung die Genauigkeit um héchstens eine Zehner- 
potenz erhéht wird (,man darf eine weitere Stelle nach dem Komma an- 
geben“); der mittlere Fehler von Y diirfte also héchstens eine Zehnerpotenz 
kleiner sein als o. GréBenordnungsmiBig wird man damit auch in unserem 
Falle das Richtige treffen. Wir’sahen jedoch oben bei der Besprechung 

der Standardabweichung, daB die Variation bei einer Klassenbreite unter 
+ 2,5g noch nicht regelmabig ist. Auch durch folgende Uberlegung kommen 
wir zu einem héheren Fehlerwert: o variiert ,,erheblich“ bei Verwendung 
von weniger als 20 Tieren und ,,unerheblich“ bei mehr als 20 Tieren*) (wo- 
bei wir uns dariiber klar sind, wie willkiirlich diese Definition ist). Wir 


,diirfen“ also ¢ durch /20 = 4,5 dividieren, um den mittleren Fehler des 
Mittelwertes (Y) zu erhalten; diesen nehmen wir also mit + 2,5¢g an. Eine 
Bestiitigung der Berechtigung dieser Annahme sehen wir darin, daB z. B. 
die gemessenen Werte bei dem f-Carotin-Priiparaten zu ?/, [genauer °/,,**)] 
innerhalb der Fehlerbreite von + 2,5 g fiir Y liegen, wie auch die oben 
errechneten sy-Werte zeigen, und da8 ferner die Klassenbreite + 2,5 g eine 


*) Vgl. Coward *%). 
**) Vgl. die gestrichelten Linien in Fig. 2, die die Fehlerbreite andeuten. 
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ziemlich regelmiBige Verteilungskurve der Varianten ergibt, wihrend dies 
bei einer Klassenbreite von + 1,5 g noch nicht der Fall ist. 

Wir fihren die Fehlerrechnung mit dem genannten Wert bei, 
8-Carotin durch: 


Y = 17,5 x = 0,283 entspr. 1,92 I.E. 
Yinin, = 15,0 2, = 0,280 , 1,70LE. 
Yinax, = 20,0 may = 0,887 ,, 2,18LE. 


Unsere Vergleichsbasis Y = 17,5 entspricht also 1,92 pe LE. 
22 


(Der Mittelwert liegt infolge der logarithmischen Funktion von 2x nicht jp 
der Mitte der Fehlergrenzen.) — Auch fiir Vogan 38062 fiihren wir die 
gleiche Fehlerrechnung durch: 


Y = 17,5 ax = 0,495 entspr. 0,0176 mg Vogan 
¥inin. = 15,0 Zmin, = 0,434 ” 0,0153 mg __séeo, 
J max. ~ 20,0 Lmax. = 9,556 ” 0,0204 mg _se,, 


Aus dem Vergleich bei Y = 17,5 ergibt sich der Vitamin A-Gehalt 
des Vogans, wie schon genannt, zu 
109000 L.E./g Vogan 3062. 
Aus dem Vergleich der Fehlergrenzen (,,iiber Kreuz“) ergibt sich 
83000 I.E./g als untere 
142000 I.E./g als obere Grenze. 
Vogan 3062 enthilt also abgerundet 
110000 + 30000 LE./g. 

Auch nach dem Ergebnis der rechnerischen Auswertung bestehen also 
keine Bedenken, die frithere Deklaration des Vogans mit 120000 + 200001.E. ¢ 
aufrecht zu erhalten. 

Fiir verschiedene Dosen von gleichen und verschiedenen Priiparaten 
haben wir die signifikante Differenz nach der Gleichung 

Ve? + 8," 
errechnet, wobei Y die mittlere Gewichtszunahme der betreffenden Dosis 
und « den zufiilligen Fehler yon Y darstellt. 

Tab. 11, 1. mit den verschiedenen Dosen des internationalen 
f-Carotin Standards zeigt zunachst, daB k mit wachsendem Ver- 
haltnis der verglichenen Dosen ein und desselben Praparates — wie 
nicht anders zu erwarten ist — ansteigt. Im allgemeinen (vgl. Piitter) 
wird bei k< 1 eine gute Ubereinstimmung und bei k > 2 eine 
signifikante Differenz angenommen. Demnach ist die Wirkung 
etwa von einem Dosenverhaltnis >1,33 an signifikant 
unterscheidbar. Die Wirkung ist mithin nach der Gewichtszunahme 
allein bei kleineren Dosendifferenzen nicht zu unterscheiden. 

Fiir gleiche Dosen von #-Carotin-Standard und #-Carotin 
Merck ist k stets <2, zum Teil <1. Die Ubereinstimmung in 
der Wirksamkeit der gleichen Dosen beider Praparate ist mithin 
gut und die Priparate sind nach der biologischen Prifung 


als identisch anzusehen. 








Verschied. Wirksamkeit v. Vitamin A-Konzentraten aus Fischleberélen 89 











































































1d dies Tabelle 11 
7 1. Signifikante Differenz fiir verschiedene Dosen 
— von internationalem #-Carotin-Standard 
Dosenverhiiltnis Dosen k 
6... 1,12 2,07: 1,87 1,7 
g LE. 1,20 247: 2,07 0,16 
cht in 1,20 187: 1,57 0,7 
ir die § 1,25 157: 1,27 1,9 
1,34 247: 1,87 3,2 
1,34 2,07: 1,57 2,0 
1,34 127: 0,97 0,5 
1,50 187: 1,27 2,6 
1,50 097 : 0,67 2,0 
rehalt ff 1,60 247: 1,57 3,8 
1,67 207: 1,27 2,95 
1,67 1iy : 0,97 1,6 
2,00 247: 127 5,6 
2,00 187: 0,97 2,1 
2,00 127: 0,67 8,5 
2,23 2,07: 0,97 3,3 
: alee 2,50 1loy: 067 4,8 
LEjg § 3,00 187: 0,67 5,5 
eaten 2. Signifikante Differenz bei gleichen Dosen 
von internationalem und f-Carotin Merck 
Dosis k 
Josis 
24 0,22 
1,8 y 1,0 
alen 157 1,6 
Ver- 127 0,46 
cm 0,9 7 1,2 
oe 0,6 7 0,94 
ter) 
pine 3. Signifikante Differenz fiir verschiedene Dosen 
kine von internationalem §-Carotin-Standard und Vogan 3062 
an Dosen k 
ime 
2,47 : 0,025 cmm 8,2 
tin 2,07 : 0,025 emm 1,6 
: 1,87 : 0,025 emm 0,4 
= & 1,5 7 : 0,025 emm 1,2 
hin § 1,27 : 0,025 cmm 3,8 
ne 1,27 : 0,018 cmm 0 
° 0,97 : 0,0125 cmm 1,6 
0,6 y : 0,00625 cmm 1,5 
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4. Signifikante Differenz fiir verschiedene Dosen 
von Vogan 3062 und Vogan 3062 ,,verseift“ 

















Dosen k 
0,.005cemm_ : 0,05 cmm 0,9 
0,025cmm_ : 0,05 cmm 1,8 
0,025cmm_ : 0,025 cmm 4,6 
0,0125cmm : 0,025 emm 0,3 
0,0125 emm : 0,0125 emm 2,2 
0,0125 emm : 0,00625 cmm 1,2 


Zwischen dem internationalen #-Carotin und Vogan 3062 
besteht gute Ubereinstimmung bei den Dosen 1,87 Carotin:0,025 cmm 
Vogan und bei 1,27:0,018 cmm, so daB nach der Signifikanz- 
berechnung 3 LE. in 0,025 cmm und 2 LE. in 0,018 cmm Vogan 
enthalten sind, d.h. Vogan enthilt im Mittel 127000 LE. im 
Gramm. 

Vogan 3062 verseift zeigt gegeniiber gleichen Dosen des ver- 
esterten Priparates signifikante Differenz. Vergleicht man die 
Dosen des verseiften Priparates mit den halben Dosen des ver- 
esterten, so ist im Durchschnitt eine befriedigende Ubereinstim- 
mung (k < 2) vorhanden, d. h. das verseifte Praparat hat nur 
die halbe Wirksamkeit des veresterten Vogans. Der 
kleine k-Wert bei der Dosis 0,05 cmm ist dadurch bedingt, dai 
sich bei dieser Dosis die Gewichtszunahme der maximalen Grenze 
nihert. 

Die Ergebnisse der verschiedenen Auswertungen unserer 
biologischen Priifungen sind in Tab. 12 nochmals zusammen- 
gestellt. Wir fiihren in der letzten Spalte auch die Umrechnungs- 
faktoren an, jedoch nicht, weil wir den Zahlen eine praktische 
Bedeutung beimessen, sondern nur um den Vergleich mit anderen 
Umrechnungsfaktoren zu erleichtern. 


Man erkennt eine bemerkenswerte Ubereinstimmung der 
Ergebnisse zwischen der Methode der Grenzwertbestimmung und 
der rechnerischen Auswertung. Priparate mit verestertem 
Vitamin A, zu denen auch unser Standard-Tran*) gehért, haben 
Faktoren iiber 3000. Aus der Tatsache, daB der U.S. P. Reference 
C.L.O. einen Faktor von der GréSenordnung des freien Axe- 
rophtols hat, laBt sich nicht entscheiden, in welcher Form das 





*) Beim Ausschiittelungsversuch mit Methanol ist ebenso wie beim 
Vogan nur 1°/, Vitamin A extrahiert worden. 
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Vitamin A in diesem Tran vorliegt*). 






Verschied. Wirksamkeit v. Vitamin A-Konzentraten aus Fischleberélen 4] 


Bei Praparaten mit ge- 


ringerem Vitamin A-Gehalt, wie bei Lebertranen, ist jedoch immer 
mit der Méglichkeit zu rechnen, daB auch nach dem Verseifen 
noch biologisch unwirksame, bei 328 my absorbierende Stoffe 
darin enthalten sind, deren Anwesenheit den Umrechnungsfaktor 
verkleinern wiirde. 
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Vogan 3062 verseift 
Vogan 3065 . 

Vogan 2977. . . 
Standard-Tran II . 
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Tabelle 12 
. i Biologische Wirksamkeit 2 ha 
2 = |im Wachstumstest der Ratte 5 Sa 
» = ef : a > 
Priparat h te aa nach dem nach der a tae 
ae a 2 Grenzwert | Regressions-| 9 2 2 
oO 2 gleichung | §s'e 
im g im g DD” pp 
; 2 3 | 4 2s 

2000 34 120000 LE. | 110000 I.E. | 3500 

2000 34 60000 | 70000 1800 

2000 33 120000 | — 3600 

2000 32 120000 — 3700 

16°) 0,4 1300 920 3300 

80°) 1,44°) | 2400—3000%) 2 200 4) 1900 











*) Vor der Bestimmung verseift. 
’) Das Muster war im September 1937 bezogen und ist vor der Be- 
stimmung verseift worden. 
verseift den Carr-Price-Wert 60 ergeben. 
*) Nach der eigenen Messung stimmt das Muster 1937 mit den Lite- 
raturangaben tiberein. 
°) Muster vom Dezember 1934. 


8. Bacharach, Drummond u. Morton, Nature 137, 148 (1936). 
9. Hume, Ebenda 187, 277 (1936). 
0. Hume, Ebenda 137, 383 (1936). 
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Ein im Mai 1934 bezogenes Muster hatte un- 


*) Aus Materialmangel konnte ein Ausschiittelungsversuch nicht durch- 


gefiihrt werden. 
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Die Isolierung von krystallisierten Proteinen 
aus Kaninchenmuskel 
Von 
Tadeusz Baranowski 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Lwéw) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1939) 


I 


In der vorliegenden Arbeit?) soll die Isolierung von krystalli- 
sierten Proteinen aus Muskeln beschrieben werden, die sich bei 
einer Arbeit ergeben hat, deren urspriingliches Ziel ein an- 
deres war. In einer Untersuchung iiber Muskelenzyme*) wurden 
die lislichen Proteine, die in einem wisserigen Muskelextrakt ent- 
halten sind, unter Anwendung der iiblichen Mittel — Entsalzung 
durch Dialyse, Fallungen mit Ammoniumsulfat, Variierung des 
PD; —- aber auch durch Erwarmen auf bestimmte Temperaturen 
fraktioniert: dabei entstanden in einer bestimmten Fraktion bei 
lingerem Stehen im Eisschrank Krystalle, die sich als Protein- 
krystalle erwiesen haben. Die Bedingungen waren genau bekannt, 
es gelang ohne weiteres diese Krystallisation beliebig zu reprodu- 
zieren. Das Protein — ich werde es als Myogen A bezeichnen 
— krystallisiert ganz besonders schén (Fig. 1), es wurde in gréBeren 
Mengen dargestellt und genauer untersucht: es bildet den Haupt- 
gegenstand dieser Mitteilung. Bei der Darstellung dieses Kiweif- 
kirpers erschien aber noch ein zweiter, von dem ersten ganz 
verschiedener (Fig. 3), der anscheinend in geringeren Mengen vor- 
kommt: ich nenne ihn vorliufig Myogen B. 

Trotzdem seit der Krystallisation des Kieralbumins durch 
F. Hofmeister und des Pferdeserumalbumins durch Giirber 
\0 Jahre verstrichen sind, ist die Zahl der krystallisierten tie- 
rischen Proteine immer noch gering: Die Metall-Chromoproteide 
der Hamoglobingruppe; die Kupferproteide von T. Mann und 
D. Keilin; die Proteinasen von Northrop und von Anson; 
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die Urease und Katalase von Sumner; die Albumose von Bence. J 


Jones, das Lactalalbumin und das Insulin. Merkwiirdigerwejs 
sind es nur wenige Gewebsproteine: eigentlich nur das Myoglobin, 
das Insulin und die Leberkatalase. 

Die Muskelproteine waren seit ihrer Klassifikation dure} 
von Firth und durch Halliburton Gegenstand zahlreiche 
Untersuchungen; in dem letzten Jahrzehnt der Untersuchungen 
von J. T. Edsall und A. v. Muralt, von G. Boehn, von H. 4 
Weber und ihren Mitarbeitern. Auf zusammenfassende Dor. 
stellungen von H. H. Weber*®) sei hier verwiesen, und auf die 
Zusammenhinge, die sich zwischen dem Aufbau des Muskels ans 
verschiedenen Proteinen und seiner Funktion bis jetzt ergeben haben, 
In der vorliegenden Arbeit werden zunachst nur rein deskriptiye 


Ziele verfolgt: verschiedene Kigenschaften der beschriebenen Pro. § 


teine werden aber wahrscheinlich nicht ohne Bedeutung fiir die 
Vorstellung von der Funktion der Muskelproteine bleiben. 


II 


Darstellung des krystallisierten Myogens A. Die Erstdarstellung 
des Myogens A wird genauer beschrieben, weil sie den Weg dar- 
stellt, auf welchem man ohne Impfmaterial sicher zu krystalli- 
siertem Protein gelangt. Man bereitet einen Auszug aus Kaninchen- 
muskeln, wie fiir den Meyerhofschen Enzymextrakt. Die genau 
Vorschrift ist folgende: Fleisch von entbluteten Kaninchen wird 


durch eine groBe Fleischmiihle getrieben, und zwar durch die § 


kleinste Siebplatte (wie fiir ,,Frankfurter Wiirstchen“), das zer- 
kleinerte Fleisch wird sofort mit dem gleichen Gewicht Wasser + Eis 
angerihrt, }/, Stunde lang im Kilteschrank stehen gelassen, dann in 
einem Sack abkoliert und ausgepresst. Das Volumen des Extraktes(E 
betrigt dann ungefihr so viel, wie die angewandte Fleischmenge. 
Man laB8t 6 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen. Der ent- 
standene Niederschlag wird auf dem Separator abgeschleudert 
und verworfen. In gewissen Darstellungen wurde an diesem Punkt 
eine Dialyse gegen Leitungswasser bis zur Leitfahigkeit des Lei- 
tungswassers (3-10°4) eingeschaltet und der entstandene Nieder- 
schlag ebenfalls verworfen: diese Operation erwies sich abet 
iiberfliissig. 

Die klare Fliissigkeit wird mit gepulvertem Ammoniumsullat 
bis zum Sattigungsgrad 0,4 versetzt. Es ist empfehlenswert reines, 
insbesondere Ca- und. Fe-freies Ammoniumsulfat schon hier 21 
verwenden. Um Unklarheiten zu vermeiden, bemerke ich, dab als 
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Sittigungsgrad 1,0 bezeichnet wird, wenn zu 1 ccm der Liésung 
0,72 ¢ Ammoniumsulfat zugesetzt worden sind und 1 ccm der 
Endlésung 0,53 g Ammoniumsulfat enthilt. Der entstandene Nieder- 
schlag wird verworfen, die abgeschleuderte Lésung wird bis 0,6 
Sittigung mit Ammoniumsulfat versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag (N) ist das Ausgangsmaterial fiir die weitere Reinigung: 
er wird (je nach der Menge) durch Filtration oder durch Ab- 
schleudern auf dem Separator isoliert. 

Die folgenden Bemerkungen méchte ich hier einschalten: 
1,Man versuche nicht, die Proteine in irgendeiner Phase der 
Verarbeitung durch Aceton oder durch Alkohol zu fallen: sie 


| werden dadurch denaturiert. 2. Wenn man den Niederschlag 


durch vollstindige Sittigung fallt, so verhindern die oberhalb von 
Sittigung 0,6 ausgefallenen Proteine die Krystallisation von 
Myogen A. Wenn man iiber keine Impfkrystalle verfiigt, muB 
man vielleicht wochenlang auf die Krystallisation warten, die bei 
der hier angegebenen Vorschrift manchmal innerhalb eines Tages 
erfolgt. 

Der Niederschlag N wird mit Wasser aufgenommen: das 
Volumen betrage etwa 1/, des urspriinglichen Extraktes E. Die 
Flissigkeit enthalt noch viel Ammoniumsulfat (etwa 6—10°/,) und 
hat ein p,, von etwa 5,0—5,5. Sie wird in einem groBen Wasser- 
bad unter Rithren auf 52° gebracht und 15 Minuten genau auf 
dieser Temperatur erhalten, dann abgekihlt und von dem grob- 
flockigen Niederschlag abfiltriert. Aus der gelblichen Fliissigkeit 
wird durch S&ttigung mit Ammoniumsulfat alles Protein aus- 
gefillt und auf der Nutsche scharf abgesaugt. Man nimmt es unter 
Verreiben in Wasser auf, und zwar soll das Volumen der gelblichen, 
klaren Losung etwa 3/,, des Volumens vom Extrakt EH betragen. 
Das p,, der Lésung wird mit n/10-NaOH auf 5,9—6,2 gebracht 
und */,, des Volumens m/3-Phosphatpuffer (p,, = 5,9 — 6,1) zu- 
gesetzt. Der Zusatz von Puffer ist aber nicht unbedingt ndtig. 
Jetzt wird feingepulvertes Ammoniumsulfat zugesetzt, bis die erste, 
schwache, bleibende Triibung auftritt: dann stellt man zur Kry- 
stallisation in den Kalteschrank. Die Krystallisation beginnt in 
der Regel bei einem Sittigungsgrad 0,4—0,45. Auch ohne Impfen 
wird man nach 24 Stunden meist einen reinen, krystallisierten 
Niederschlag finden, héchstens aber nach 4—6 Tagen. Das Bild 
ist dabei verschieden: manchmal makroskopische Rauten an 
Winden und Boden, manchmal ein feiner Niederschlag, manchmal 
aber auch eine makroskopische Triibung, die sich bei mikro- 
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skopischer Betrachtung aus Krystallen bestehend erweist. Es ist zy 
bemerken, daB unter den hier angegeben Bedingungen eine Uber. 
schreitung der fir die Krystallisation nétigen Siattigung mit Ammo. 
niumsulfat eine Gelatinierung bewirken kann: mit diesen Hinfliissey, 
haingt wahrscheinlich die Verschiedenheit der Krystallisation zy. 
sammen. 

Wenn man einmal krystallisiertes Myogen A hat, dann kann man die 
Darstellung des rohen Priparats vereinfachen und doch zu krystallisierte, 
Priiparaten gelangen; so kann man das Erhitzen auf 52° fortlassen. Ver. 
einfachungen sind aber nicht empfehlenswert, wenn es sich nicht wm ein 
bloBes Schaupriiparat handelt: das krystallisierte Protein ist dann keines. 
wegs rein. Man iiberzeugt sich davon, wenn man die Krystalle auflist und 
gegen destilliertes Wasser dialysiert; es fiallt dann ein geringer Niederschlag 
aus. Das nach der hier angegebenen Vorschrift dargestellte und umkrystalli- 
sierte Protein ist dagegen homogen, jedenfalls monodispers. 

Aus den Fraktionen, die oberhalb des Sattigungsgrades von 
0,7 in Lésung bleiben, laBt sich kein krystallisiertes Myogen A 
gewinnen. Wenn man die Krystallisation bei Siattigung 0,45 be- 
gonnen hat, so kann man nach Abzentrifugieren der Krystalle durch 
weitere Sattigung mit Ammoniumsulfat die Krystallisation ver- 
vollstandigen. Dieses Verfahren ist besonders empfehlenswert, 
wenn man Myogen A pripariert. 

Das Optimum der Krystallisation liegt bei p,, 5,9—6,3, man 
kann bei p, = 6,5 noch eine erhebliche Menge von Krystallen 
gewinnen, bei p, = 5,3 aber ist die Krystallisation ganz gering 

Die Ausbeuten an Myogen A aus Kaninchenfleisch ergebeu 
sich aus dem Folgenden: aus 1 Liter Extrakt E, der aus 1 kg 
Fleisch bereitet ist und 30—40 g EiweiB enthilt, werden 3—4 g 
rohe Proteinkrystalle erhalten. Dieses bezieht sich auf die pri- 
parative Ausbeute, und sagt nichts iiber den Gehalt im Muskel. 


Zusammensetzung und Eigenschaften des Myogens A. Hs ist 
bis jetzt nicht méglich gewesen, das Myogen A krystallisiert und 
zugleich frei von Ammoniumsulfat zu erhalten; ich habe kein 
Lésungsmittel gefunden, um die Krystalle von Ammoniumsulfat 
zu befreien, ohne sie aufzulésen oder zu denaturieren. In 30°), 
Alkohol z. B. lésen sich die Krystalle auf, in 40°/, werden sie 
denaturiert. Die chemischen Untersuchungen am Myogen beziehen 
sich auf ein dialysiertes und dann mehrfach umkrystallisiertes 
Protein. Das Priparat, das in Form von schneeweiBen Krystallen 
abgeschieden worden ist, wird mehrmals mit Ammoniumsulfat- 
lésung (Sattigung 0,4) gewaschen, umkrystallisiert, wieder gewasche?, 
dann aber in Wasser aufgelést und durch Dialyse gegen destilliertes 
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Wasser von Ammoniumsulfat befreit. Die Dialyse wurde in Schilf- 
schliuchen gegen ein groBes und mehrfach gewechseltes Volumen 
destillierten Wassers unter Riihren durchgefiihrt. Die Dialyse 


wurde als vollstandig betrachtet, wenn in der Fiissigkeit keine 


Spur Ammoniak mehr nachsawoisen war. Die qualitativen Kiweib- 
proben sind an solchen Lésungen ausgefiihrt worden, deren Kiweib- 
sehalt durch N-Bestimmungen oder refraktometrisch bestimmt 
worden ist. 

Fiir die Bestimmung der Zusammensetzung aber wurde durch Dialyse 
gereinigtes Eiwei8 mit Alkohol gefillt (Endkonzentration 60°/,), abzentri- 
fugiert, mehrmals mit 80°/,, dann 96°/, Alkohol und Ather gewaschen und 
im Vakuumexsiccator tiber H,SO, getrocknet. Auf solches Myogen A be- 
ziehen sich die nachfolgenden Zahlen; C und H wurden in einer Semi- 
mikroverbrennung bestimmt, N nach Kjeldahl, S nach Carius bestimmt, 
P colorimetrisch nach Veraschung. 0,04193 g gibt 0,07743 g CO, und 
002558 g H,O. C = 50,37°/,, H = 6,83°/,. 0,00719 g enthielt 0,001115 g 
Stickstoff, N= 15,52°/,. 0,1280 g gab 0,0105g BaSO,. S=1,12°/,. 0,1375 ¢g 


E enthiilt 0,000017 mg P also praktisch gleich Null. Aschegehalt: aus 0,1375, 
0,0001 g, d. h. 0,073°/,. 


Die Zusammensetzung des Myogens A ist also folgende: 

C H O N S P Asche 
50,37 683 2609 15,52 1,12 O 0,07 

Folgende EiweiBproben fielen mit Myogen A positiv aus: 
Koagulation durch Erwirmen; Koagulation durch HNO,; Fillung 
mit Sulfosalicylsiure; Xanthoproteinprobe; die Hoffmannsche 
Probe mit Millonschem Reagens; die Adamkiewicz-Hopkins- 
sche Probe mit Glyoxylsiure; Biuretreaktion; die Probe von 
Molisch ist negativ. Das Myogen A ist demnach ein einfaches, 
Phosphor- und Kohlenhydrat-freies Protein. 

Die Aschen der rohen Praparate enthalten Eisen und Calcium, 
welche offenbar aus dem Ammoniumsulfat stammen. Bei An- 
werdung von reinstem Ammoniumsulfat beim Umkrystallisieren 
(Merck, p. anal.) ging der Aschegehalt herunter, meine reinsten 
Priparate enthielten 0,07°/, Asche, vorwiegend Fe,O,. Dasselbe 
Resultat ergab sich auch, wenn gréBere Mengen Krystalle mit 
anhaftendem Ammoniumsulfat verascht worden sind. 

Uber das Molekulargewicht des Myogens A wird Herr Nils 
Gralén (Upsala) an anderer Stelle berichten, der auf Veranlassung 
von Prof. The Svedberg und unsere Bitte die Bestimmung unter- 
nommen hat. Das Myogen A hat eine Sedimentationskonstante 
S=7,9. 10—18, ist homodispers und hat ein MG. von etwa 150,000. Die 
Sedimentationskonstante stimmt mit dem Wert 7,7 - 10—!3 iiberein, 
welcher von Deuticke®) fiir Kaninchenmyogen gefunden wurde. 












































48 Tadeusz Baranowski, 


Die Léslichkeit des Myogens A ist bedeutend, Liésungen zy 
20°/, habe ich hergestellt. Die Liésungen des reinen Myogens 4 
zeigen keine Strémungsdoppelbrechung und sind nicht verspinnbayr, 
Obwohl dariiber noch keine Messungen ausgefiihrt worden sind. 
ist hervorzuheben, daB die Viscositat der Lésungen des Myogens 4 
gering ist; daraus ebenso wie aus der Krystallform ist zu schlieBen, 
daB das Myogen A ein Sphirokolloid ist. Bei Siattigung mit 
Ammoniumsulfat erfolgt in reinen Myogen A Lésungen manchmal 
eine Gelatinierung, mit einem scharfen Umschlagspunkt in den 


Gelzustand. 


Der isoelektrische Punkt wurde im Apparat nach Michaelis 
bestimmt. Die Messungen wurden an 1,5°/, Lésung des Myogen A 
ausgefiihrt, welche kurz auf 70° erwirmt war. In m/30-Phosphat- 
puffer liegt der isoelektrische Punkt in der Nihe von p, = 6,3. 


Einen besonderen, oben erwihnten Punkt bildet die Kin- 
wirkung von Athylalkohol und Aceton auf das Myogen A: das 
Kiwei8 wird durch diese Agenzien gefillt, und zwar irreversibel. 
Bei einem Gehalt von 60°/, Athylalkohol ist das Protein voll- 
stindig ausgefallt. Die hohe Empfindlichkeit gegen Alkohol und 
Aceton — auch bei 0° — weist darauf hin, da’ hier wabhr- 
scheinlich ein recht wenig verindertes Gewebsprotein gefaBt worden 
ist. Durch verdiinnte Saéuren (HCl bei p,, = 3) wird das Protein 
bei Zimmertemperatur ebenfalls irreversibel denaturiert und wird 
unlislich, Auch Athoxan denaturiert. 


DaB Erhitzen auf 52° keinen Vorgang darstellt, welcher das 
Myogen A aus einem nativen EiweiB erzeugt, geht daraus hervor, 
daB ich auch ohne diese Operation krystallisiertes Myogen A er- 
halten konnte. 


Ich méchte noch besonders begriinden, warum ich die Be- 
zeichnung Myogen A fiir dieses Protein gewahlt habe. Die oben 
angefiihrten Kigenschaften stimmen mit denjenigen iiberein, welche 
fiir das Myogen angegeben werden (H. H.We ber‘), E. C. B. Smith‘) 
es ist aber kein Anhaltspunkt dafiir vorhanden, daB das sogenannte 
Myogen ein homogener Stoff ist; es spricht vielleicht das meiste 
dagegen. Um durch den Namen anzudeuten, daB das krystalli- 
sierte Protein zur Myogenfraktion gehért, aber nur eine und zwar 
homogene Komponente davon bildet, habe ich den Namen 
Myogen A gewahlt. Es ist bemerkenswert, daB dieses Protein 
gewisse physikalische Eigenschaften der Albumine besitzt, dagegen 
ein Molekulargewicht, welches bei Albuminen nicht vorkommt. 




















aelis Fig. la Fig. 1b 
Myogen A, rohe Krystalle. Vergré6. 1:1: Myogen A, rohe Krystalle. Vergré8. 


gen A 


Fig. 2 Fig. 3 


Myogen A, umkrystallisiert. VergréB. 1 : 26: Myogen B, rohe Krystalle. Vergro’. 


Fig. 6 
Zerfallen der Krystalle. Vergro8. 1:13 VergroB. 1: 510 
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Einen besonderen, oben erwiihnten Punkt bildet die Kin- 
wirkung von Athylalkohol und Aceton auf das Myogen A: das 
EiweiB wird durch diese Agenzien gefillt, und zwar irreversibel. 
Bei einem Gehalt von 60°/, Athylalkohol ist das Protein voll- 
stindig ausgefallt. Die hohe Empfindlichkeit gegen Alkohol und 
Aceton — auch bei 0° — weist darauf hin, daB hier wahr- 
scheinlich ein recht wenig veriindertes Gewebsprotein gefaBt worden 
ist. Durch verdiinnte Saiuren (HCl bei p,, = 3) wird das Protein 
bei Zimmertemperatur ebenfalls irreversibel denaturiert und wird 
unléslich. Auch Athoxan denaturiert. 


DaB Erhitzen auf 52° keinen Vorgang darstellt, welcher das 
Myogen A aus einem nativen Eiweib erzeugt, geht daraus hervor, 
daB ich auch ohne diese Operation krystallisiertes Myogen A er- 
halten konnte. 

Ich méchte noch besonders begriinden, warum ich die Be- 
zeichnung Myogen A fir dieses Protein gewahlt habe. Die oben 
angefiihrten Kigenschaften stimmen mit denjenigen iiberein, welche 
fiir das Myogen angegeben werden [H. H.Weber’*), B.C. B. Smith‘), 
es ist aber kein Anhaltspunkt dafiir vorhanden, daB das sogenannte 
Myogen ein homogener Stoff ist; es spricht vielleicht das meiste 
dagegen. Um durch den Namen anzudeuten, daB das krystalli- 
sierte Protein zur Myogenfraktion gehért, aber nur eine und zwar 
homogene Komponente davon bildet, habe ich den Namen 
Myogen A gewahlit. Es ist bemerkenswert, daB dieses Protein 
gewisse physikalische Eigenschaften der Albumine besitzt, dagegen 
ein Molekulargewicht, welches bei Albuminen nicht vorkommt. 
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Fig. la Fig. 1b 
Myogen A, rohe Krystalle. VergroB. 1: 1 Iyogen A, rohe Krystalle. Vergrob. 


Fig. 3 


-ogen B, rohe Krystalle. VergroB. 1: 130 


Fig. 2 


Myogen A, umkrystallisiert. Vergr66. 1: 265 Ty 


Fig. ¢ 


Zerfallen der Krystalle. VergroB. 1: 130 Vergr6éB. 
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Darstellung und Ejigenschaften des Myogens B. Ein zwe ‘os 
Protein, welches sich vom Myogen A durch seine Krystallfory 
und optischen Eigenschaften so sehr unterscheidet, daB von eine; 
Identitat nicht die Rede sein kann, krystallisierte aus gewissen 
Mutterlaugen, aus welchen das Myogen A durch Nachsiittigen 1): 
Ammoniumsulfat bereits weitgehend abgeschieden worden _ ist, 
Dieses Protein, fiir welches ich vorliufig die Bezeichnung Myogen 
verwenden werde, krystallisiert in langen diinnen Tafeln, welch 
(merkwiirdigerweise) gr6éBtenteils auf den Kanten stehen und des- 
halb im mikroskopischen Bild wie diinne Nadeln erscheinen. |)as 
Bild der Myogen B-Krystalle gibt Fig. 3 wieder. 

Es kommt vor, daB Myogen B-Krystalle neben Myogen A 
krystallisieren: besonders in Praparaten, welche sehr lange ge- 
standen sind. Im allgemeinen dauert es linger, bis die Myogen b- 
Krystalle erscheinen, als zur Krystallisation des Myogens A. 

DaB beide Krystallarten nebeneinander vorkommen, dab die 
langen, diinnen Tafeln aus einer Mutterlauge krystallisieren, in 
welcher bereits die Bipyramiden des Myogens A schweben, daf 
keine gegenseitige Umwandlung beider Krystallarten erfolgt, das 
scheint zu beweisen, daB es sich um zwei verschiedene Stoffe 
handelt. Bei Verdiinnen der Mutterlauge lésen sich zuerst die 
Myogen A-Krystalle. 

Ks ist nicht ganz einfach, die Myogen B-Krystalle von der 
Fliissigkeit zu trennen: dies hingt mit den Erscheinungen zu- 
sammen, die spiiter besprochen werden, mit den besonderen Kigen- 
schaften der Fliissigkeit, aus welcher das Myogen B krystallisiert. 
Um das Myogen B von der Mutterlauge abzutrennen, verwende 
ich den folgenden Kunstgriff: zur eiskalten Fliissigkeit wird etwa 
1/9 ibres Volumens Wasser zugesetzt, wodurch die kleinsten 
Krystalle des Myogens B in Liésung gehen. Man kann dann die 
gréBeren Krystiillchen abzentrifugieren (5000 Touren/Minuten), uni 
nach Auswaschen mit Ammoniumsulfat das Protein isolieren. So 
gewonnenes Material wurde im Wasser aufgelést und durch Siitti- 
gung mit Ammoniumsulfat wieder in derselben Krystallform a)- 
geschieden. Das umkrystallisierte und mehrfach mit Ammonium- 
sulfat gewaschene Material wurde in Wasser aufgelést, durch 
Hitze koaguliert. Die folgenden EiweiBproben fielen positiv aus: 
Fallung mit Sulfosalicylsiure, mit konzentrierter Salpetersiure, 
mit Alkohol und Aceton, die Xanthoproteinprobe. Die Molischi- 
sche Probe fiel negativ aus. Wenn man Myogen B-Krystalle unter 
dem Mikroskop mit Alkohol zusammentreten liBt, so beobacht«t 
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yan schnelle Umwandlung der einzelnen Krystalle in Flocken des 
denaturierten EiweiBes. 

Ich kann noch keine Vorschrift geben, welche ebenso sicher 
zuin krystallisierten Myogen B fiihrte, wie die oben angegebene 
Vorschrift fiir die Darstellung des Myogens A. Ich kann sie nur 
summarisch fassen, mit dem Vorbehalt, daB die Darstellung manch- 
mal miBlingen kann. Man stelle Myogen A nach der oben an- 
segebenen Vorschrift dar, impfe zur Forderung der Krystallisation 
und scheide die Krystalle von Myogen A ab. Man fiihre diese 
Operation in etwa 2—3 Tagen aus und entferne die Krystalle aus 
der Mutterlauge. Jetzt siittigt man mit feingepulvertem Ammonium- 
sulfat in der Kilte weiter nach, bis zum Auftreten der Erschei- 
nungen, die hier als Prathixotropie bezeichnet werden sollen: 
man sieht dann in der Fliissigkeit, die noch gar nicht viscos ist, 
Schwarme von feinsten, mikroskopisch nicht unterscheidbaren 
Krystallen, und die nicht homogene Fliissigkeit laBt sich durch 
Umriithren nicht zum homogenen Aussehen bringen. Riihrt man 
mit einem Glasstab und betrachtet dabei das Geta&ib (etwa eine 
Kiivette) zwischen gekreuzten Polarisatoren, so sieht man in 
den Spuren des Glasstabs eine Aufleuchtung, die be- 
stehen bleibt: eine bleibende Strémungsdoppelbrechung. 
Diesen Zustand bezeichne ich als prithixotropischen Zustand. 

Hat man die Mutterlauge in diesen Zustand gebracht und 
lit wochenlang im Eisschrank stehen, so entstehen die Krystalle 
des Myogens B; ob dabei auch die Myogen A-Krystalle erscheinen, 
oder nicht, das hiaingt von Faktoren ab, die noch nicht ganz 
beherrscht worden sind. 

Beobachtungen an den Proteinkrystallen. Die Krystalle des 
Myogens A sind schén ausgebildete, hexagonale Bipyramiden. Man 
erhilt sie in verschiedenen GréBen, von 5—700 uw. Riesen- 
krystalle kann man durch eine langsame Krystallisation, oder 
durch Erwarmen und Abkiihlen der Mutterlauge mit Krystallen 
erhalten. Manchmal habe ich Krystalle erhalten, welche aus 
kiirzeren oder lingeren hexagonalen Siiulen bestanden, die beider- 
seits durch die typischen, sechseckigen Pyramiden abgeschlossen 
waren (Fig. la). Nach Umkrystallisieren (Fig. 2) entstehen aus- 
schheBlich die hexagonalen Bipyramiden, deren Radius gewéhn- 
lich ungefihr gleich der Hohe ist. In einem Falle habe ich die 
\rystalle erhalten, die in die Liinge gezogen sind und der Form 
des krystallisierten Pepsins von Northrop sehr ahnlich waren. 
c reiner das Priparat ist, um so schneller erfolgt Krystallisation 
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und um so kleinere Krystalle werden erhalten. Das Umkrysta’|;- 
sieren kann beliebig oft wiederholt werden. Nach einigen U\)- 
krystallisationen verlieren die Krystalle ihre anfingliche gelbliche 
Farbe und sind schneeweiB. Wihrend kleinere Krystalle rec|) 
bestiindig sind, zeigen gréBere Krystalle eine merkwiirdige Briichiv- 
keit. Bringt man sie aus dem Eisschrank in Zimmertemperatur, 
oder beriihrt unter dem Mikroskop mit dem Deckglas, so beol)- 
achtet man bald ein Zerspringen der gréBeren Krystalle in Bruch- 
stiicke (vgl. Fig. 4). Dies ist mit keiner chemischen Verinderuny 
des Myogens A verbunden: in einem Priiparat, das nur Bruch 
stiicke enthalt, kann man durch Auflésen in Wasser und Aut- 
siittigen mit Ammoniumsulfat wieder krystalliertes Myogen A 
gewinnen. Das spontane Zerfallen der gréBeren Krystalle bei 
etwas erhéhter Temperatur erkliirt sich wahrscheinlich durch ver- 
schiedene Ausdehnungskoeffizienten nach verschiedenen Richtungen, 
bei sehr geringer Festigkeit der Krystalle. Manchmal erhiilt man 
bei Zerfall eigentiimliche Rosetten, welche wie Krystallagglomerate 
aussehen, vielleicht aber nur Agglomerate der konzentrisch ge- 
legenen Bruchstiicke sind. 


Diese geringe Festigkeit lift sich in sehr charakteristischer 
Weise beobachten, wenn man das Myogen A-Krystall unter dem 
Mikroskop mit scharfen Glasnadeln des Mikromanipulators he- 
arbeitet. Man kann die Proteinkrystalle, ohne sie fixiert zu 
haben, auf die Glasnadel aufspieBen und hin und her bewegen, 
man kann sie aber auch spalten, wobei die Spaltstiicke mit 
muschelférmigen Bruch abfallen. Man kann schlieBlich auch mit 
der Mikromanipulatornadel Locher in die Krystalle schlagen. 


Hine fiir EiweiBkrystalle charakteristische Erscheinung tritt 
auf, wenn man die Krystalle mit reiner wiBriger Ammonium- 
sulfatlisung behandelt, die verdiinnter ist, als die Mutterlauge, 
oder mit 40°/, Harnstofflésung. Die Krystalle quellen dann zu 
fiBchenartigen Gebilden auf, bevor sie sich auflésen. Das spezi- 
fische Gewicht der Myogen A-Krystalle wurde dadurch geschiitzt, 
daB bestimmte Krystallisationen in ihren Mutterlaugen monatelang 
schweben bleiben ohne sich abzusetzen: die Dichte dieser Am- 
moniumsulfatlésung betrug 1,119. Die optischen Eigenschaften 
der Krystalle kann ich nur kurz dahin zusammenfassen, dat 
sie eine schwache Doppelbrechung besitzen; ihr Brechungsver- 
mégen ist annihernd das der Ammoniumsulfatlésung, aus welcher 
sie krystallisieren. 
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Die Myogen B-Krystalle sind von Krystallen des Myogens A 
iz verschieden. Sie gehéren zu anderem Krystallsystem, treten 
orm von parallel gelagerten, schmalen Tiifelchen auf, die manch- 

nal in Biindeln sich sammeln. Sie zeigen eine deutliche Doppel- 
brechung, wenn sie an Kanten stehen, diese Doppelbrechung ist 
stirker als bei den Myogen A-Krystallen gleicher Dimensionen. 
Bei Verdiinnen der Mutterlauge mit Wasser lisen sie sich viel 
langsamer als die Myogen A-Krystalle. Die Form der Myogen 
}-Krystalle ist aus der Fig. 3 ersichtlich. Die schmalen Tifel- 
chen erreichen die GréBe von 160 x 20u und sind sehr diinn. 
Sehr oft sind die Tiifelchen an den Enden gezahnt, diese Erscheinung 
steht vielleicht in Zusammenhang mit der Beobachtung, dab die 
syoBeren Krystalle in parallele, schmale Stiibchen zerfallen. Wenn 
man die rohen Myogen B-Krystalle umkrystallisiert, so entstehen 
kurze und breite Tifelchen, die aber viel kleiner sind als vor 
der Umkrystallisierung. 

Die gereinigten Myogen b-Lisungen zeigen ganz besondere 
optische Kigenschaften. Dialysierte Lésungen von Myogen B zeigen 
keine Strémungsdoppelbrechung, diese Erscheinung tritt aber 
aut wihrend der Si&ttigung der Lésung mit Ammoniumsulfat. 
Diese Kigenschaften besitzen die reinen Myogen A-Lésungen nicht. 
Das Auftreten der Strémungsdoppelbrechung der Myogen B-Lé- 
sungen nach Sittigung mit Ammoniumsulfat ist mit der Anwesen- 
heit von kleinen, nur bei iiber 700-facher VergréBerung sichtbaren 
Krystillchen von Myogen B verbunden. Das Aufleuchten der Spuren, 
die ein Glasstab beim Herausziehen aus der Lisung mitnimmt und 
die zwischen den gekreuzten Polarisatoren unter dem Mikroskop 
bequem beobachtet werden kiénnen, beruht auf der Orientierung 
der Plittchen lings der Stromrichtung. Zur Orientierung der 
manchmal submikroskopischen Myogen B-Krystillchen geniigt auch 
die Oberflichenspannung der Lésung: man beobachtet zwischen 
cekreuzten Polarisatoren einen schmalen Streifen der Aufleuch- 
tung, der parallel der Oberfliiche der Loésung liegt. Es ist 
vemerkenswert, daB die rohen Myogen B-Krystalle oft asymme- 
trische Formen haben. 

Ich konnte Myogen A- und B-Krystalle auch aus Muskeln von 
\aninchen gewinnen, welche sich 4 Stunden in Totenstarre be- 
ianden und auch aus solchen, in welchen nach 20 Stunden die 
Starre sich aufzulésen begann. Es geht daraus hervor, da8 die 
deiden krystallisierbaren Stoffe im Vorgang der Erstarrung und 
ler Lésung der Starre keine Veriinderungen erfahren. Kiirzlich 












54 Tadeusz Baranowski, 


gelang es mir die Myogen A- und B-Krystalle auch aus Kai). [PH 
fleisch zu gewinnen. Krystallform dieser Proteine ist mit dey JP i! 
krystallisierten Myogen A und B aus Kaninchenfleisch identisc',, ab 


Ti] p 2 

Die vorliegende Untersuchung ist im Januar 1939 begonnen ii 
worden, als ich in einer der EKnzymfraktionen nach den Weih- 

nachtsferien die Myogen A-Krystalle vorfand. Sie wird fort. —P U 

gesetzt; auBer den beschriebenen Krystallen beobachtete ich sehr JE * 

langsam krystallisierende, aber schwerer lésliche Formen, wie in & - 


Fig. 5 und 6. Sie sind ganz flache diinne Tiifelchen und Somatoide 
von der Form eines Kreissektors mit einem durchaus konstanten 
Winkel. Sie entstehen in dialysierten Muskelausziigen nach selr J. 
langem Stehen im Kisschrank neben den Krystallen des Myogens A. & 
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Fig. 5. VergroB. 1: 510 b. 
Sie besitzen ein Brechungsvermégen gleich der Brechung der 
Mutterlauge (d.h. der 25°/, Ammoniumsulfatlisung), und deut- 
liche Doppelbrechung, wenn sie auf den Kanten stehen. Die 
Natur dieser Krystalle ist noch nicht niiher ermittelt worden, es 
scheinen aber Proteine zu sein. Wenn aus einem Gemisch ibn- 
licher Proteine die einzelnen Komponenten abgeschieden werden, 

ZU 


so vergréBern sich dadurch die Aussichten, weitere Proteine 
krystallisiert zu gewinnen. 

Als Ergebnis dieser Arbeit méchte ich folgendes besonders 
hervorheben: man wird zweifellos noch zahlreiche Gewebsproteine 


UD! 


dal 


in reiner und krystallisierter Form gewinnen kénnen, und die Pm 
Krystallisation wird zustande kommen, wenn man die Gemiscle §& 
geniigend fraktioniert haben wird. Bis jetzt waren es Enzyp 
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Hormone, oder Metallproteide, die man erfolgreich reinigen konnte, 
dem man der Steigerung ihrer besonderen Kigenschaften nach- 

andere Proteide gewann man nur dann leicht, wenn sie 
wie das Himoglobin) solitiir auftreten. In dieser Arbeit fiihrten 
zulillig Operationen zum Erfolg, die auf ein anderes Ziel gerichtet 


1] 
bis 


‘ waren. 
Shes 8 
pIh- Herrn Dr. Chrobak, Professor der Krystallographie an unserer 
orte ' Universitét verdanke ich wertvolle Hilfe bei der Untersuchung der Myogen- 
ha | krystalle. Herrn Dr. B. Jatowy, Professor der Histologie, danke ich fiir 


die mikrophotographischen Aufnahmen. Herrn Ing. W. Szankowski danke 
ich fiir die C- und H-Bestimmungen. 


ide | + ae ; 
Herrn Prof. Dr. J. K. Parnas, dem ich die Anregung und 
ten | : apd . . : "clits 
“" Ratschlige bei dieser Arbeit verdanke, méchte ich an dieser Stelle 
ahr : 
\ herzlichst danken. 
> Lhe 
Zusammenfassung 
Ks werden die Isolierung und die Eigenschaften der krystalli- 
sierten Proteine aus Kaninchenmuskeln beschrieben. Die Kigen- 
schatten dieser Proteine entsprechen denen des Myogens. Die kry- 
stallisierten Proteine .werden vorliiutig als Myogen A und B be- 
zeichnet. 
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Aminoséurenabbau und Serumeiweifkérper. I 
l(+)-Arginin im EiweiBfiltrat nach Belastung 


Von 
K. Dirr und J. Strehle 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1939) 


Bei unseren Arbeiten iiber Serumeiweibkérper! 5) und deren 
Veriinderungen bei pathologischen Zustiinden fanden wir auch. 
daB sich bei der Bausteinanalyse quantitative Unterschiede |ei 
Seren ergaben, die eine stark positive Takatareaktion (eine Kiweil- 
flockungsreaktion) aufweisen. Diese tritt neben anderem_ ins- 
besondere bei Leberparenchymschiidigung auf und hier besonders 
stark bei Lebercirrhose. Tryptophan war deutlich vermehrt, 
Cystin dagegen vermindert, wihrend ‘'yrosin normale und 
Arginin normale Werte mit einer ‘lendenz zur Vermehrung ergab. 
Jedenfalls war so der Beweis erbracht, daB viele Krankheits- 
erscheinungen mit Verinderung der Serumeiweibkérper einher- 
gehen und oft viel tiefer in den Bau des Molekiils eingreifen 
als vielfach angenommen wird, ja dab es wahrscheinlich ist, dal 
eben diese Veriinderungen des Molekiils letzten Endes die Ursache 
fiir die verschiedenen Erscheinungsformen sind, wie Globulin- 
vermehrung, stirkere Flockungsneigung, geringere Bindungsfihig- 
keit fiir viele Stoffe wie Bilirubin, Toxine und andere, verschiedener 
Ausfall der verschiedenen serologischen Reaktionen usw. 

Die Schidigung der Zelle ist fiir diese Umwandlung in der 
Aminosiurenzusammensetzung des Serumproteins verantwortlich 
zu machen. Eine Riickkehr zu normalen Verhiiltnissen ist also 
nur zu erwarten, wenn dieser Schaden wieder behoben ist. Aber 
gerade diese Tatsache legte uns die Frage vor, ob es denn sonst 
gar keine Méglichkeit gibt, wenigstens voriibergehend, die Zu- 
sammensetzung der Serumeiwei8kirper zu veriindern und so die 
Gruppen kiinstlich zu beeinfluBen, die als Hiupttriiger der Funktion 
des EiweiBes angesehen werden, niimlich die polaren Grupp: 
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Aminosiiurenabbau und Serumeiweibkérper. | ay 





Vieleicht wire es méglich durch besondere Erniihrung, also Zu- 
‘hr von Aminosiuren in einem bestimmten Verhiiltnis, zu diesem 
Ziel zu gelangen, oder, was das Extrem in dieser Richtung dar- 
stellt. durch Zutuhr bestimmter Aminosiiuren. Aus diesem Grund 
yegannen wir das Arginin mit seinen stark polaren Gruppen 1m 
Hinhlick darauf zu verwenden und fiihrten es intravenés und 
nero al zu. 


































nsere Tiitigkeit an einer Klinik brachte es mit sich, daB wir 
juvieich ein zweites Ziel vertoleten, niimlich eine brauchbare Le ber- 
Pfunktionspriifung durch eine Aminosiurenbelastung 
hnlich der Zuckerbelastung auszuarbeiten; denn fiir Arginin 
Fkennen wir durch Sakaguchi!*) eine sehr empfindliche Farb- 
eaktion, die es gestattet, Arginin in ganz kleiner Menge nach- 


. | 


uveisen. Weiterhin ist nach Edlbacher") die Leber der Haupt- 


ren wrt der Arginasebildung, so dab eine geschiidigte Leber vielleicht 
ch. [auch eine verminderte Produktion derselben aufweist. Es schien 
bei PB ans also in jeder Beziehung aussichtsreich, das Problem ,,Arginin- 

ib- I \elastung als Leberfunktionspriifung* zu verfolgen. 

US- 


Gewohnlich wird als Belastungsmittel fiir die Erkennung 
| des EiweiB- baw. Aminosiiurenabbaus Gelatine, also gewissermaBen 
* Hen Gemisch vieler Aminosiiuren, gewihlt oder eine einzelne 
fuid hier yorwiegend das leicht zugiingliche billige und einfache 
ab. }Glykokoll. Wenn auch der Ort der Desaminierung nicht aus- 
‘ schlieBlich die Leber, sondern auch die Niere, ja sogar die Darm- 
‘wand sein soll, so wird doch der Leber bei der [Desaminierung 
cin Haupteil zugeschrieben. Desaminierung selbst kann entweder 
pan den entstehenden Produkten oder an der Abnahme des zu 
desaminierenden Kérper gemessen werden. Bis jetzt wurde fast 
ausschlieBlich der erste Weg gewiihlt und der Ammoniak- oder 

Harnstoffstickstoft im Blut, bzw. deren Ausscheidung im Urin ver- 
iolet. Daneben wurde oft Zu- oder Abnahme des Aminostickstofis 
vestimmt, aber nie eine Aminosiiure selbst. 


ch Zur Argininbestimmung im Blut bedienten wir uns der Methode von 
Jorpes und Thoren’) mittels der Sakaguchi-Reaktion, die von Hins- 
berg‘) beschrieben wird, an dessen Angaben wir uns im groBen und ganzen 
el jlielten. Man entnimmt der Vene 1ccm Blut, gibt es in ein Reagenzglas mit 
st Scem destilliertem Wasser, dazu 1 ccm 20°/,ige Trichloressigsiure, schiittelt 
il durch und saugt ab. Von dem klaren Filtrat gibt man 5 cem in ein 25 cem- 
Mebkélbchen, dazu 1 cem 10°/,ige Natronlauge und 1 cem 0,02°/,ige «-Naph- 
thollisung (sie wurde jedesmal frisch durch Verdiinnung einer 0,1°/,igen 
‘tammldésung in 1°), Alkohol hergestellt). Nunmehr wird umgeschiittelt und 
‘as Kélbehen 5 Minuten in Eiswasser gestellt. Dazu kommen 0,5 eem 
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Bromlauge (1,8 cem Brom in 500 cem 5°),iger Natronlauge) und nach eon, 
15 Sekunden 1cem 40°/,ige Harnstofflésung. Nach 5 Minuten wird zy; 
Marke aufgefiillt, gemischt und am Stufenphotometer mit Filter $47 ung 
Schichtdicke 5 mm colorimetriert. Der Vergleich erfolgte gegen eine 
0,001°/,ige Argininstandardlésung, von welcher 5 cem in derselben Weis: 
behandelt wurden. Es ist streng darauf zu achten, daB die Zeiten und 
sonstigen Bedingungen sehr genau eingehalten werden, da sonst keine yer 
gleichbaren Werte zu erhalten sind wegen der immerhin nicht ganz geringey 
Unbestindigkeit der entstehenden Farbe. 


Zuniichst injizierten wir einem etwa 3 kg schweren weibliche; 
Kaninchen 2 g Argininhydrochlorid intravenés, das in 10 ccy 
destilliertem Wasser gelist und mit Sodalésung genau neutrili- 
siert war. 

Tabelle |] 


Kaninchenversuch: Intravenése Belastung mit je 2 g Argininhydrochlorid 








Arginin im Blut in mg-? 

1. Tag 2. Tag 

Vor der Belastung ....... 8,46 6,39 
5 Minuten darnach. ........ 19,68 31,7 
30 x ae ookisieus wise qe < 15,93 19,9 
2 Stunden s ee oe eee 10,26 8.3 
4 » ™ 7 oo ee 18 7,3 


Bei einer Annahme von etwa 230 ccm Blut (= !/,, des Gewichts 
hitte man als maximalen Anstieg einen Wert von 721 mg-°/, er- 
halten kénnen. In Wirklichkeit betrug er also nur rund 2°. 
der theoretisch méglichen Menge. Es ist kaum anzunehmen, dai 
die Arginase so rasch vermehrt wird, da8 eine solche rapide 
Spaltung eintritt, auch wenn man annimmt, daB Arginin vielleicli 
den Hauptbaustein fiir die Arginase liefert; denn man kénnte 
sich leicht vorstellen, daB das Ferment ganz ibnliche Gruppe 
fiir den Angriff besitzen miiBte wie das Arginin selbst, so dai 
die Carboxylgruppe von einer Guanidingruppe und diese wieder 
von einer Carboxylgruppe gefaBt wird; denn das sind die beideu 
Angrifispunkte. Bei neutraler und saurer Reaktion liegt das 
Arginin als Guanidoniumsalz vor und kann erst nach Aufhe)ung 
dieses Schutzes der Guanidingruppe durch alkalisches Medium 
gespalten werden. Daher muf auch das Wirkungsoptimum de! 
Arginase im Alkalischen liegen. Man muB8 also annehmet. 


daB das Arginin irgendwo — man denkt unwillkiirlich an die 
Leber — wie durch einen Schwamm aufgesaugt wird. Natiirlici 


ist von vornherein auch der Gedanke nicht von der Hand 21 
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weisen, daB das Arginin als Stickstofiquelle fiir andere stickstoft- 
haltive Substanzen herangezogen wird. Wir bestimmten also bei 
- eine einer weiteren Belastung auch den Harnstoff, das Kreatinin und 
Weise die Harnsiure im Serum. Der Harnstoff wurde nach der Urease- 
Hh und F »ethode, Kreatinin nach Jaffé und Harnsiiure nach Folin be- 
bi stimmt. 

bai Tabelle II 


Intravendse Belastung beim Kaninchen mit 1 g Argininhydrochlorid 

















1chen 
) ecu Wert in mg-°/, Arginin |Harnstoff|Kreatinin}] Harnsiiure 
trali- 

Vor der Injektion. . .... 7,0 0,0 

30 Minuten nach Injektion 15,12 59.4 0.14 1.95 

3 Stunden _,, - 6,72 55,5 0.32 2.3 
hlorid Me 16 .. ss 5,14 44,8 0,06 1.95 


Man sieht einen mibigen Harnstoffanstieg, der aber in keiner 
| Weise einer verstiirkten, sehr raschen Argininspaltung entspricht. 
| Kreatinin und auch Harnsiure steigen deutlich an. Es ist jedoch 
| mit der Annahme einer direkten Umwandlung von Arginin in diese 
Produkte groBe Zuriickhaltung geboten, da das Arginin eine Stoff- 
_ wechselsteigerung herbeifiihrt. 

Immer besteht eine gewisse Schwierigkeit, einem Kaninchen 
kurz hintereinander gréBere Mengen Blut zu entnehmen, weiter- 
hin lassen sich sehr oft hier erhobene Befunde nicht ohne weiteres 

ee auf den Menschen iibertragen. Wir gingen also dazu iiber, diese 
| Versuche am Menschen zu wiederholen, da Arginin ein kérper- 


ichts 








al _eigener Stoff ist und in nicht zu groBer Menge oline Folgen ver- 
eicht @ U2sen werden kann. Bei der intravendsen Injektion trat im 
baits Korper ein iihnliches Wirmegefiihl auf wie bei intravenédsen 
— Valciuminjektionen, sonst konnte nichts Besonderes bemerkt werden. 
dab & Tabelle If] 
leder Selbstversuch: Intravenése Belastung mit 2 g Argininhydrochlorid 

iden 

das Wert in mg-°), Arginin 

bung 

i Vor Injektion niichtern. ..... 5,89 
— 5 Minuten nach Injektion 7,63 

der & 90, - * 5,89 
men. im 4 ‘ i 5,14 

die bei einer Blutmenge von etwa 5 Liter wire der theoretisch 


nogliche Anstieg 33 mg-°/,. Wir sehen also auch hier dieselben 


Ee 


Verhiiltnisse wie bei der Belastung von Kaninchen. 
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Von vielen Menschen wird intravenése Injektion mit cing 
vewissen Scheu aufgenommen, so dab das Streben fiir Medikaniex;. 

















zufuhr stets die perorale Gabe darstellt, doch sind hier yoy! — 
physiologischen Standpunkt aus die Verhiltnisse wegen der ye. 
schieden guten Resorption beim einzelnen Menschen lange nich; 
so iibersichtlich. Gleichwohl wihlten wir nunmehr diesen \V¢e 
um immer mehr an das Vorbild der Zuckerbelastung heran. 
ukommen. ie m 
Tabelle I\ s 
Selbstversuch: Perorale Belastung mit 5g Argininhydrochlorid n 
— e 90 } 
Werte in mg-°/) Arginin Harnstott Kreatinin Harnsiiue Ee Be 
4() 
Niichtern ...... 7,0 96,2 0,92 5,08 60 
40 Min. nach Aufnahme 9,21 98,05 1,60 5.94 80) 
2 Std. - - 7,88 134,0 1,62 7,98 F100 
4. « ie ‘ o,14 F120 
4 7 oe . . ‘ ™ r : B10 
Die Verhiltnisse im Serum unterscheiden sich also, wie man [& 430 
sieht, bei peroraler Belastung nicht wesentlich von denen, die (4 - 
durch intravenése Behandlung erreicht wurdeu. 3: 
Uber das Schicksal des Arginins hatten wir immer noch kein 
klares Bild. Wenn es auch unwahrscheinlich ist, so mub mak are 
doch daran denken, ob nicht in den Zwischenzeiten ein kun “'o 
° ° ° e ~ i i r zwe 
dauernder Anstieg der Argininwerte im Serum erfolgt sein kénnte & ; rs 
den wir aber nicht erfaBten. Aus diesem Grund machten wif . 
nun Bestimmungen in Zwischenriumen von 10—20 Minuten. sf“ 
war zu diesem Zweck zunichst notwendig eine Mikromethode 
. ' : stets 
uuszuarbeiten, die auf denselben Grundlagen wie oben berult. oe 
| Erge 


Man nimmt aus der Fingerbeere mit einer Blutzuckerpipette 200 cmu 
Blut, gibt es in ein Reagenzgliischen, in dem 1,6 cem Wasser enthalten sind, & 
spilt die Pipette durch Aufziehen und Ausblasen vollstindig aus und gibt JF sich 


200 emm Trichloressigsiiure zu. Nunmehr wird durch eine kleine Nutsche & sehr 
abgesaugt und zu 1cem des klaren Filtrats im 5 eem-Mebkélbchen 0,2 cet or) qs 
10°/,ige Natronlauge und 0,2 cem der oben beschriebenen «-Naphthollisuy & 0 
zugegeben. Man stellt das Kélbchen 5 Minuten in Eiswasser und gibt dau & ay 

were 


0,1 eem Bromlauge und nach genau 15 Sekunden 0,2 cem 40°/, ige Hart 
stofflésung dazu. Man liBt 5 Minuten stehen und fiillt dann zur Marke aul, J Bei « 
mischt gut durch und liest am Stufenphotometer gegen Wasser mit Filter $41 Bi komy 
und 5 mm Schichtdicke ab. Als Stammlésung diente eine 0,001", ig ELebe 
Argininlésung, und zwar wird davon 1 ccm ebenso behandelt. Die Berechuuys Bi. 

erfolgte nach der linearen Gleichung der Extinktionskoeffizienten. Kontrol B°'° 
versuche zeigten, daB die Werte der Mikromethode mit denen der Makro- Ergel 


methode sehr gut iibereinstimmen. Pf ihio 
Wir verfolgten damit zunichst bei acht gesunden und wel & schli: 

‘) 
lebergeschidigten Personen die Serumargininwerte (Tab. V). Fhei d 
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-durchschittlich um 1—4mg-°/, 
/zweiten Anstieg in der 80. bzw. 100. Minute. Ein gleichmibiger 
'Verlauf der Werte liBt sich weder bei den Gesunden noch bei 
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Tabelle V 


Perorale Belastung mit 5 g Argininhydrochlorid 











b) Bei 2 leber- 
a) Bei 8 gesunden Personen geschidigten 
Patienten 
1 2 3 4 5 6 7 8 
Selbst-- L |W.A.; M. |W.G. St. |Seh.' V. | At) | Bt) 
vers. 20 19 26 20 18 | 20 |21 J 
vo.” Arginin _ ‘ : fern ee aul " 
me Jo \ g} | 6,15 5,89 (,0 | 6,2 3.4 4-10 | 5,47 | 5.14 5.56 4.%3 
niichtern | 
9) Min. nach e — eee oe is Pen 
. », . | i,0 (1,38 9,13) 7,38 0,47 0,14 1,0 6,4 5, 9,06 
Belastung | | ; 
10 Min. spiiter}| 8,96 7,85 8,3 | 6,2 7,0 |6,7 8,4 | 9,547 6,1 6,7 
60 - 7,85 7,0 %,85|8,4 | 5,14/6,2 | 7,85/ 7,38] 8,4 8,0 
40 7,55 6,2 8,13) 7,85/ 5,9 |5,89/ 6.2 | 7,38] 6,7 | 8,96 
* 100 6,5 6,0 7,0 | 8,3 5,14 | 5,14 6,7 | 6,7 5,14 | 8,0 
120 6,4 5,89 6,2 | 7,85) 4,15 | 4,48 | 5,89 | 6,2 5,72 | 7,00 
150 9,096 5,89 | 6,2 3,65 oo ~ 5,06 6,7 
180 4, ys 6,2 5,56 5,89/5,14) 3,65 4,15 5,87 5,89] 5,56 6,2 








A = H.A. weiblich, 
B = M.M. ’9 


48 J. Lues latens. Takata +++, Bil. 0,28 mg-° 
39 J. Lebercirrhose __,, ++. 


Allgemein ist bis zur 40. Minute ein Anstieg zu verzeichnen, 
Manchmal sehen wir auch einen 


den Kranken feststellen. 
Da wie bekannt fiir physiologische Versuche die Darmwand 
stets einen gewissen Unsicherheitsfaktor darstellt, priiften wir die 


Ergebnisse bei intravenéser Injektion nach (Tab. VI—IX). 


Wenn wir jetzt die vielen Versuche iiberblicken, so ergibt 


‘sich folgendes Bild: Das zugefiihrte Arginin verschwindet 
‘sehr rasch aus der Blutbahn. Ein sofortiger Abbau, der dieses 
‘erkliren kénnte, findet nicht statt, da die Harnstoffwerte nur 
jlangsam ansteigen. Es muB also zunichst irgendwo deponiert 
werden und dann allmihlich fiir den Abbau freigegeben werden. 
| Bei dieser Freigabe erscheint es teilweise wieder im Blut, daher 
kommen auch die Gipfelwerte nach 40, 60, 90 Minuten usw. Als 
Leberfunktionspriifung ist die Argininbelastung wenigstens in 
Hieser Form nicht zu gebrauchen. Wahrscheinlich wiirden die 
Ergebnisse, wenn man soviel Arginin zufiihrte, dab die Aufnahme- 
Jihigkeit in den Deponierungsorganen iiberschritten ist, so daB wir 
‘schlieBlich messen wiirden, wie groB die Kapazitit fiir Arginin 
hei dem jeweiligen Kranken ist, besser. Das wiirde also heiBen, 
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Tabelle VI 
Intravenése Belastung mit 8 g Argininhydrochlorid 
a) Bei lebergesunden Personen (Fall 1, 2, 3), 
b) Bei 1 leberkranken Person (Fall 4). 
Diagnose: Ikterus gravis. (Takata ++, Bilirubin 5,8 mg-°/,) 





eee ~ — 
l 2 3 { 
Selbst- Dr. L. H. b. 
versuch minnlich | miinnlich | weih);, 
29 J. alt 30 J. 25 J. 73 J. 
mg-°/, Arginin niichtern . 4,5 5,16 5,14 5.0 
Sofort nach Injektion . . 13,44 9,1 12,84 
4 Minuten spiiter .. . 10,0 
5 ¥ rm 9.6 - 12,78 7, 
10 el me ee 9,2 8.6 aS 10.4 
15 - i a 6.39 
20 s < pend = 13,9 
25 rm . gine: 9,0 6,0 3,2 
30 - is , 26s ao - 15 
35 * = Peten Des 12,3 4.6 6.39 
40 - - Piet ae - 9,2 
45 m a — so 1.56 4,2 10,7 6.8 
50 ™ ” . es 6.7 —— 
55 - - earns —= 10,0 10,0 
60 ‘i - a or 9,0 6,55 9,2 6.0 
65 wi ~ see tine 7.6 6.55 
70 ” ‘i aa ba 10,3 541 
80 - ” cites 1,8 10,3 3,8 
85 —" . tani —~ 10.3 
90 - ss Se! 15,2 9,2 a 
9  ,, an hh eee - 9,1 
100 . ‘ ‘ade 7.63 . — 9,2 
105, ey | sugecanieg 7,0 7,38 
110 : - ngs Ge 5.14 7.4 
115 a ‘i a - - 5.7 - 
120 ‘5 = by — — 
125 - +9 bee - 5,08 6,0 
130 ‘i + a 8,3 0,14 














daB man mit 20—30 ¢ oder noch mehr Arginin belasten miilite 


so daB wir dann in die GréSenordnung kamen, die schon fit 
Glykokoll als die optimale Menge bei Leberfunktionspriifu:§ 


gefunden wurde [Paraskevas”®)]. Fiir den Kreatinin- und Har: 


sdureanstieg haben wir unsere Meinung schon geiiufert, dai wiff 
die Vermehrung auf die umsatzsteigernde Wirkung des Arginilsff 
zuriickfiihren méchten und nicht auf eine direkte Umwandlu— 
in diese Kérper. Der Blutzucker verhilt sich verschieden. Meisteiff 


konnten wir eine leichte Zunahme feststellen, was durch «i 


Zuckerbildung aus Arginin leicht erklart werden kann. Die Mild 


siure zeigte meist zunachst eine Tendenz zum Fallen, jedot 
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Tabelle VII 


Intravenése Belastung mit 8 g Argininhydrochlorid 
s £ ) 
Selbstversuch 





Blut- | Mileh- 


Arginin | Arginin 


: , ‘ ieee 
: Were ae ele im Blut Jim Serum Harnstoff zucker | siiure 
», 
V eID] cs 
73 Shiidil(:) ¢ | nr rr 4.5 49 98 96 6.5 
| Sofort nach Injektion. . 13,44 
30) Minuten spiter. . . 10,0 98 
12.81 9.6 ! 
Mi ie seo 9,2 104 
- 2 ys Beale A 9,0 109 
10.4 12,3 


th) . 5 cei 4.56 4.9 43.45 107 2 4 

















1: (j hth ® 8.0 
. oe aha 7,6 
ar s{) = os ene 4,8 L100 ' 
Jeli ka be 
: 4) “ oe At sy 15,2 105 } 
Q 9 100 ‘i ks teh 7,63 
e wm .« a. veel 5,14 117 
— [ee 120 wares & 5,3 23,96 
10.0 VU 5,3 119 i,4 
6.0 
ca . _ 
547 Tabelle VIII 
Dr. L., miinnlich, 30 Jahre 
Intravenése Belastung mit 3 g Argininhydrochlorid 
+ Pe 





a“ oe as . 2 ms 
= = = 3 ‘= 5 =*'5 Ss a =~ @& 
(4 ee 0 wm ten lS = as am & sei. & 
Werte in mg-°/, eo sae ae aS Sp =" = 
= te Py Ss = 7 
“fl<esige/oag] se 1/75] 
6.0 
Niichtern 2... 5,16 | 5,3 1,1 1,6 29,96 124 | 81 ' 
> Min. nach 
miibte, Belastung 126 
on fir 10 Min. spiiter. . 8,6 
oT ld ,, ; — 39 
rituns = ’ 6, 
20, a ae 110 
Hart: 3 . a> Se 6,0 
ab wie °? + eee 4,6 113 
_» fee 40, oe og 4,2 3,7 2.05 2.5 62,91 3.3 
rons : - 
© me Cs, a om 6,7 112 
ndluge 60, ad 6,55 110 
: q bd > Pe 
e1stels i “9 e9 e-2% 6,00 : 
il ao, ae 115 
rh dle Gj). 4 9.2 112 
. 1 . 
Milch- Re 109 — 7,0 104 
) — os a . ~ 
‘edoct 20 i AY 6,07 | 1,5 29 | 29,96 5,4 
) 130) ee 5,14 114 
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haben wir die Bestimmung zu wenig durchgefihrt, um uns irg: 
welche Schliisse zu erlauben. 
Tabelle IX 


H., minnlich, 35 Jahre 
Intravenése Belastung mit 3 g Argininhydrochlorid 


























= > & 5 ~ 5 a ro 
. = Ss < Sei aenpi. of : 
feat SH) & | 82 €$ SSIS Ble2I% 
Werte in mg-° , a Sie z & e 5 aise : 
= am mt = 
Serum Urin pa yay 
Niichtern 5,14] 2,15 | 3,5 | os a 21,3 | a: 
Sofort n. Injekt. 9,1 I~ ~ ; 
5 Min. spiiter 12,78 = nu 
10g, ‘. 9,32 
20 " Sa a _ of 
5. 3.9 2S 2S cae 
BO ns Se % | t~ 
a . S 6,39 soe U o | 
45, * 10,7 2s #86 as | | 
5D. . 10,0 >A Sa Si 
60, 9,12 Sin |i aw as | 
 . “ 10,3 = = 7 =a 
80 10,3 so |S @ “s 
90, m > >> ‘= 5 
105. 7 7,38 a a 
115, ‘ 5,7 S = = 
120, - 1,7 6,2 | 7 S 19,8 | 5 
iO ws * 5.58 
Zusammenfassung 


Bei intravendéser und peroraler Zufuhr von 1(+)-Arginin beim 
Menschen und Kaninchen verschwindet dieses sehr rasch aus der 


i* 


3:1ure 


0 


] 


Blutbahn. Geringere Anstiege im enteiweiBten Serum findet man 
ungefiihr nach 60, 90 und 120 Minuten ohne Regelmibigkeit. 


rtions- 


Argininbelastung in dieser Form ist also als Leberfunkti 


priifung unbrauchbar. 
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Aminosaurenabbau und Serumeiweibkérper. II 
1(+)-Arginin 
Ein Beitrag zum Krebsproblem 


Von 
Karl Dirr 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitét Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1939) 


Seit den klassischen Desaminierungsversuchen von Neu- 
hbauer*#!~43) und von Knoop?*—?*) scheint der Hauptweg des 
Schicksals der Aminosiuren endgiiltig festgelegt zu sein, und 
Umaminierung [Braunstein und Kritzmann?%)] und dhnliche 
Vorgiinge stellen nichts -grundsitzlich Neues von diesem Gesichts- 
punkt aus dar. Wenn auch diese Erkenntnisse vielfach an sub- 
stituierten, also letzten Endes an unnatiirlichen Aminosiuren 
gewonnen wurden, so ist doch nicht daran zu zweifeln, daB das 
Endstadium des desaminierenden Abbaus auch bei den ,,natiir- 
lichen“ in der Hauptsache iiber die Iminosiure zur Ketosiure 
verliuft. Desgleichen scheinen die ,,unnatiirlichen* Aminosiuren 
in groBen Ziigen durchweg diesem Schicksal zu verfallen. Welche 
Zwischenstufen aber vorher durchlaufen werden, ist damit in 
keiner Weise angegeben und doch laBt gerade der gewaltige 
Unterschied in der Schnelligkeit bei dieser Umsetzung auch einen 
Unterschied in der ganzen Art der Umsetzung vermuten. 

Man sollte meinen, daB der Organismus, der doch fast stets 
hur mit natiirlichen Aminosaéuren zu tun hat, diese schneller 
abbaut, da seine Maschinerie darauf eingestellt ist, wihrend der 
Abbau der unnatiirlichen doch etwas mehr Ungewdhnliches fiir 
iin darstellt, so daB man eine gewisse Umwandlung derselben, 
Jaher einen langeren Weg und somit eine lingere Zeit zum 
Abbau erwarten sollte. Sieht man sich aber im Schrifttum darauf- 
lin um, so findet man oft, daB zwischen iiberlebenden Organen 
‘gemessen im Warburgapparat) und physiologischen Verhiiltnissen 
- ungeschadigten Gesamttier sehr groBe Unterschiede im Abbau 
bestehen, 
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Krebs’) fand ,,einen unerwarteten Unterschied in dem Verhalten dey 
stereoisomeren optischen Antipoden der Aminosiiuren“. Die optischen, nicht 
natiirlich vorkommenden Aminosiuren werden viel schneller (bis 25ma| 
schneller) in der Niere vieler Tiere desaminiert als die optisch natiirlichey 
Formen. Die Ergebnisse stammten aus Versuchen mit dem Warburgapparat, 
Neber*) konnte den stirkeren Abbau der nichtnatiirlichen Aminosiiurey 
durch Schnitte iiberlebender Organe ebenfalls bestitigen. Ja dieser Unter. 
schied geht sogar so weit, dai das Tyrosin durch Leber- oder Nierenbrej 
iiberhaupt nicht desaminiert wird, sondern nur die nichtnatiirliche d-Form, 
wie Felix und Mitarbeiter?*) beschrieben, Befunde, die mit den Beob. 
achtungen von Bernheim’) ganz iibereinstimmen. Das gleiche gilt fiir 
das Phenylalanin, wobei ebenfalls das nichtnatiirliche d-Phenylalanin sehr 
leicht abgebaut wird, das natiirliche nicht. Die d-Formen werden nach 
dem iiblichen Schema der oxydativen Desaminierung abgebaut. 

Dem gegeniiber sieht man nach Fiitterungsversuchen, also bei physio. 
logischen Verhiltnissen, ganz gegenteilige Ergebnisse zwischen I- und d-lorm 
gegeniiber den Erkenntnissen, die bei iiberlebendem Gewebe erhalten wurden. 
Abderhalden und Tetzner'!) fiihrten racemische Aminosiuren zu. 
Dabei kam es zur Ausscheidung von mehr oder weniger groBen Mengen 
optisch aktiver Komponenten, die in der Natur nicht vorkommen. Be- 
sonders wurde dies am Alanin neu gepriift. Zur Ausscheidung kam die 
in der Natur nicht vorkommende d(—)-Komponente. Das spricht fiir eine 
rasche, vollstindige Verwertung der |-I’orm, eine langsamere fiir die d-Forn, 
so daB gewissermaBen bei einem Uberangebot an solcher nicht alles so 
schnell verwertet werden kann und daher ausgeschieden wird. Ein Teil 
muB aber umgesetzt worden sein. Kotake und Mitarbeiter*’) fanden, dab 
eingefiihrtes d,l-Tyrosin zum Teil im Tierkérper asymmetrisch abgebaut und 
hierbei das d-Tyrosin ausgeschieden werde, was mit den Befunden von 
Wohlgemut iibereinstimme. Ganz ihnlich sind die Versuche von F6lling 
und Mitarbeitern™*) zu werten, die aus Belastungsversuchen entnahmen, 
daB d- bzw. d,l-Phenylalanin viel mehr Phenylbrenztraubensiure liefern 
als 1-Phenylalanin. Die Versuche von Konishi*') sprechen im gleichen 
Sinn, wenn er angibt, daB nur 1-Histidin beim Hund Urocaninsiiure liefere, 
so daB die d-Form anders abgebaut wird als die l-Form. 

In der absterbenden, also geschiadigten Zelle traten 
demnach ganz andere Abbauwege auf. Entweder waren 
diese schon vorher vorhanden und sind nicht in Erscheinung 
getreten, oder aber sie stellen eine ganz neue Funktion dar, die 
erst durch die verainderte Lage entsteht. Wenn wir diese groben 
Unterschiede an den so grundverschiedenen Zellen, einmal bel 
der unversehrten, im Verband des gesunden Organismus, das 
andere Mal in der fast toten, herausgerissen aus dem natill- 
lichen Zusammenspiel aller Zellen, klar erkennen, so kann mal 
zwanglos annehmen, daB uihnliche Unterschiede kleineren 
AusmaBes auch zwischen der gesunden und leicht ge- 
schidigten Zelle bestehen, also letzten Endes bei Krank- 


heiten aller Art, die doch mehr oder weniger unphysiologische 
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der Voraussetzungen des natiirlichen chemischen Umsatzes der Zelle 
icht schafien. Die gesunde Zelle scheint auf keinen Fall einen Einbau 



































einer unnatiirlichen Aminosdure in das Eiweifmolekiil zu dulden, 
und es erscheint méglich, dab bei der kranken automatisch eine 


rat, ; . oa : . . . . 
rey)  Mehrbildung von d-Aminosiuredesaminase eintritt und somit eine 
ter. [EB rasche Zerstérung des Anteils der d-Form, dessen sich der Organis- 
brei J mus nicht durch Ausscheidung entledigt hat. Genau so gut wire 
™; & es denkbar, daB Hemmungsstoffe, die die Wirkung normalerweise 
20h- m . 
fir (nicht zur Geltung kommen lassen, bei der kranken oder absterben- 
ehr & den Zelle fiir die d-Aminosiureoxydase allmihlich verschwinden. 
ach JF Solange dieses Ferment also iiberhaupt in Titigkeit treten kann, 
. ist nicht damit zu rechnen, dab eine Aminosdure der d-Form in 
S10- 1° . ‘id . ° ~y 
we das EiweiBmolekiil eingebaut wird. Sollte es aber geschehen, so 
u 1 e . * . ss PM 
jen, @ wissen wir von diesem Hiweifmolekiil ganz andere Funktionen, 
zu. | vielleicht auf dem Gebiet der Fermente, Hormone usw., erwarten. 
geu @ Nach den richtungsweisenden Arbeiten von Kégl u. Erxleben*®) 
: ' ist diese ganze Einrichtung auch sinnvoll und zweckdienlich. 
aie ' BS . . 
ine @ Diese Forscher machten nimlich die bedeutende Feststellung, 
mm, | »dab gerade in Tumorproteinen im Gegensatz zu den Proteinen 
| . eee 
3so fF normaler Gewebe zumindest Leucin, Lysin, Valin und ganz be- 
ar ' sonders Glutaminsiure in der ,nicht natiirlichen‘ d-Form als 
ab 4 . . , 
| Bausteine mit auftreten“. 
und ; . m ‘ ‘ 
ae Ohne diese Gedankengiinge vorerst weiter ausfiihren zu wollen, 
ing erscheint uns aber doch das ganze Problem von der allergréBten 
ven, F Wichtigkeit fiir unsere Erkenntnis des Kiweif-Auf-, -Um- und 
em — -Abbaus und fiir die Verfolgung der Frage nach der Verwertung 
hen ‘ m Re : : 
sie der Aminosiuren. Wir haben also wieder das Schicksal der 
' Aminoséuren unter physiologischen Bedingungen auf- 
en — gegriffen und unsere Untersuchungen mit Belastung mit 1(+)- 
ren — Arginin begonnen. 
ns Dieses wird von Arginase in Harnstoff und Ornithin zerlegt, und zwar 
die —F vollstiindig, wie Felix und Tomita®) aus Durchblutungsversuchen an 
Ben | ‘Jsolierten Lebern schlieBen. Das deckt sich auch mit den Befunden 
hi ('hompsons‘’), der Ariginin verfiitterte und jedesmal die ganze Menge 
1. Stickstoff bei der Ausscheidung fand, und zwar einen Teil sofort — wie 
ueS cr meint den Teil, der dem gebildeten Harnstoff entspricht — und den 
ur- @ anderen, dem Ornithin entsprechenden im Verlauf einiger Stunden. Auch 
jan fH “ie Versuche Ackermanns?) sprechen ganz in diesem Sinn. Er hat sehr 
on grobe Mengen 1(+)-Arginin subkutan verabreicht und fand trotz Uber- 
“an belastung nur etwa 1°/, im Urin wieder. 
> q Auch beim Arginin begegnen wir dem gleichen entgegengesetzten Ver- 
1k- | halten im Abbau im Organismus und bei Organschnitten. Die ganze Frage- 
che § stellung nach dem Schicksal des Arginins im physiologischen und absterbenden 
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Gewebe ist besonders durch die Untersuchungen von London und Mit. 
arbeitern**) einerseits und Krebs und Henseleit***) andererseits he. 
leuchtet worden. Letztere fanden, daB8 in iiberlebenden, d. h. absterbendey 
Leberschnitten das Ornithin stark beschleunigend auf die Harnstoffbildung 
wirkt. Krebs baute auf diesen Untersuchungen seine bekannt gewordene 
Theorie tiber die Harnstoffsynthese in der Leber auf, die erfolge durch 
Anlagerung von Kohlensiure und Ammoniak an Ornithin unter Bildung 
von Citrullin, durch weitere Anlagerung von Ammoniak an dieses unter 
Wasseraustritt, wobei Arginin entstehe und dieses dann wieder durch 
Arginase in Ornithin und Harnstoff zerfalle. Diese Versuche wurden sicher 
schon oft nachgemacht, uns ist aber nicht bekannt geworden, daB ihnen 
widersprochen wurde. Also ist deren Richtigkeit wohl als gesichert zu 
betrachten — fiir Leberschnitte. Krebs iibertrug dann nur willkiirlich 
diese zweifellos sehr schénen Befunde auf den lebenden Organismus, 
London wies dagegen in Versuchen am angiostomierten Hund, — also 
unter auch nicht ganz physiologischen Verhiiltnissen im Hinblick auf das 
ganze Tier, aber sicher als solche zu werten im Hinblick auf die Leber — 
nach, da’ sich die Hypothese von Krebs iiber die Harnstoffbildung bei 
den Versuchen in vivo nicht bewahrheite. Seine Einwinde konnte Krebs 
nicht entkriften. Wir schlieBen uns ganz der Antwort Londons an: 
fs herrschen unter den Versuchsbedingungen einer komplizierten leben- 
digen Dynamik andere GesetzmiiBigkeiten als unter den Versuchsbedingungen 
einer Reagenzglasstatik*. Die Befunde von Krebs haben ihren grofen 
Wert als Beitrag zum Stoffwechsel einer geschiidigten Zelle; auf die ganz 
gesunde im Verband des lebenden Organismus’ kénnen sie wahrscheinlich 
nur in soweit iibertragen werden, als diese Fihigkeit der Zelle hier latent 
vorhanden ist. 


In unserer vorhergehenden Arbeit!4) fanden wir, dai das 
Arginin bei intravenéser und peroraler Zufuhr sehr rasch aus 
der Blutbahn verschwindet. Die Zunahme im Serum ist nicht 
sehr groB8 und entspricht keinenfalls der zugefiihrten Menge. Ks 
folgt sehr bald ein Absinken, dann manchmal wieder ein gewisser 
Anstieg, und dies kann sich einige Male wiederholen, ohne dab 
aber ein einheitlicher Verlauf bei allen Personen oder Tieren 
herauszulesen ist. Das ist eine auffallende Tatsache. Arginin 
muBte also irgendwo versteckt sein. Wir spiirten diesem Ver- 
steck nach. Wenn das Arginin so schnell aus der Blutbaln 
verschwindet, so diirfte es wohl im Lebergewebe zuriickgehalten 
werden, wie Macleod**) von den Aminosiiuren angibt, und wie 
heute fast allgemein angenommen wird. Es ist schon merk- 
wiirdig, daB es ausgerechnet die Leber ist, die doch nach Kdl- 
bacher’) der Hauptproduzent der Arginin zerstérenden Arginas¢ 
ist. Oder wird es dort irgendwie geschiitzt? Als freies gelistes 
Arginin kann es nicht dort sein; denn da verfiele es ohne Zweilel 
sofort dem Abbau oder wiirde sehr bald den Weg aller gelésten 
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Stoffe gehen und in die Blutbahn gelangen. Es kann aber an 
die Gewebe gerade. mit den Gruppen geheftet sein, die fiir die 
Arginasewirkung frei sein miissen, also mit der Guanidin- und 
Carboxylgruppe. Das wire ein méglicher Schutz. Der beste 
Schutz gegen die Fermente ist aber vielfach eine Synthese. Die 
dadurch bewerkstelligte VergréBerung des Molekiils bringt auch 
fiir die erste Méglichkeit giinstigere Verhiltnisse in der Adsorp- 
tion. Wenn eine Synthese stattfindet, so fragt sich, ob diese 
isoliert ist, so da8 mehrere Argininmolekiile aneinandergereiht 
werden, oder ob das Arginin an das vorhandene Eiweif geheftet 
wird. In letzterem Fall miBte man weiter fragen, ob die Bin- 
dung dann nur eine lose ist, so daB das Arginin uhnlich wie 
durch die Vehikelfunktion, die Bennhold*) beschrieben hat, 
festgehalten wird, oder ob es in echter chemischer Bindung damit 
verkniipft ist. Auf jeden Fall miBte man dann damit rechnen, 
dai es einmal auch an dem Eiwei8komplex erscheint, der alle 
Gewebe des Organismus’ durchstrémt und auch in engstem 
Zusammenwirken mit dem Protoplasma der Zelle steht, nimlich 
in den SerumeiweiBkorpern. 

Es waren also sowohl Uberlegungen rein physiologischer 
Natur, die uns dazu fiihrten das Arginin in diesen Proteinen zu 
suchen, als auch Griinde klinischer, eventuell therapeutischer 
Richtung, durch Belastung die polaren Gruppen eben dieser 
Kérper zu verstirken. Die Richtigkeit unserer Gedanken konnte 
nur durch eine Bausteinanalyse, die sich zunachst auf die zu- 
gefiihrte Aminosaure beschrinken konnte, bewiesen werden. 


Beschreibung der Versuche 


Die Versuchspersonen blieben nach der Injektion bzw. peroraler Be- 
lastung, die gewohnlich um 9 Uhr stattfand, bis 12 Ubr niichtern, von da 
ab erhielten sie normale Kost. 

Fiir die Eiwei8fillung versetzten wir 4 ccm Serum mit 8 ccm 96 °/, igem 
Alkohol und zentrifugierten ab. Der Niederschlag wurde 2mal mit je 
12 cem Alkohol-Wasser 2:1 ausgewaschen. Der Niederschlag wurde dann 
mit 8 cem 20 °/,iger Salzsiiure hydrolysiert, mit Tierkohle entfirbt, filtriert, 
gegen Lackmus mit Natronlauge neutralisiert und auf 100 ccm aufgefiillt. 
Mit je 5cem wurde eine Doppelstickstoffbestimmung gemacht zur Er- 
mittlung des GesamteiweiBgehaltes. 

Danach schloB sich nach 100 facher Verdiinnung eines Teiles des 
Hydrolysats entweder die direkte Argininbestimmung an, wozu 5 cem der 
verdiinnten Lésung notwendig waren, oder es wurde das Arginin mit PWS. 
in salzsaurer Lésung isoliert. 50 ccm des Hydrolysats + 0,75 ccm konzen- 
trierter HCl + 1,25 cem 50 °/,ige PWS.-Lésung (fiir 1g EiweiB 6 cem kon- 
zentrierte HCl und 5g PWS.). Die Fillung erfolgte bei 0°. Man lieB 
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48 Stunden im Ejisschrank stehen, danach wurde scharf abgesaugt und 
wiederholt mit einer Lésung, die 2,5 °/, PWS. und 3,5 °/, HCl enthielt unq 
auf 0° abgekithlt war, ausgewaschen. Der Niederschlag wurde in 3 fach 
normaler Natronlauge gelést, mit 10°/,iger Essigsiiure neutralisiert ode; 
ganz schwach sauer gemacht und auf 100 ccm aufgefiillt. Zur Arginip. 
bestimmung wurde ein Teil je nach dem Gehalt auf das 50- bzw. 100 fache 
verdiinnt. Davon gelangten 5 ccm zur colorimetrischen Bestimmung. 

Zum Vergleich stellten wir uns eine Eichkurve am Stufenphotomete; 
bei einer Schichtdicke von 5mm und Filter S50 her in den Konzep. 
trationen 0,005—0,07 mg in 5ccm. Bei der eigentlichen Bestimmung muf 
man unbedingt in die Konzentration der angelegten Kurve kommen. Be; 
stirkeren Konzentrationen bekommt man bei gleichem Zusatz der Reagentien 
statt der rétlich violetten Farbe einen gelben Ton. Dem Verfahren bhaftey 
noch manche Miangel an, die aber bei peinlicher Einhaltung der Vorschrift 
zum groBen Teil ausgeschaltet werden kénnen. Bei der starken Ver. 
diinnung wirken sich naturgemiB alle Fehler, auch aolche der Ablesung, 
sehr stark aus. ZweckmiBig wird die Ablesung wiederholt vorgenommen, 

Neben der iiblichen Argininbestimmung im Eiwei8 und im Serum. 
filtrat fiihrten wir auch Kreatinin- und Kreatinbestimmungen aus im Hin- 
blick auf die im Schrifttum oft erérterte Frage der Umwandlung yon 
Arginin in Kreatin. Trotz des manchmal beobachteten Anstiegs miéchten 
wir aber sehr zuriickhaltend sein und nicht von einer direkten Umwand- 
lung sprechen (Tab. I und IJ). 


Tabelle I (gesund) 
Intravenése Belastung mit 3 g Argininhydrochlorid 
































Zeit ; Arginin ; Arginin Harnstoff Prif. Ges. 
in im Gesamt-| im Serum- im Serum | Kreatinin | Kreatinin 
eiweiB filtrat ae “~~ yee 
Minuten in %, in mg-°/, | in mg-°/, | in mg- /o | in mg-°,, 
Niichtern 4,1 6,6 26,9 i,1 1,6 
45’ nach In- 
jektion 5,2 4,5 62,9 2,0 2,5 
120’ nach In- 
jektion 1,3 29,9 1,5 2.9 
Tabelle II (Leber-Ca) 
Intravenése Belastung mit 3 g Argininhydrochlorid 
Zeit _— Pig: cee Harnstoff Priif. Ges. 
in im “yesamt-/ 1m Serum- im Serum] Kreatinin | Kreatinin 
; eiweiB filtrat ‘ a i ; 
Minuten in %, in mg-°/, | 12 mg-°/, | im mg-"/, | in mg-', 
Niichtern . . 3,8 6,9 — 1,25 2,9 
60’ nach In- 
jektion 5,0 7,7 1,1 2,5 
120’ nach In- 
jektion i 1,25 3,0 


























Tabelle III (gesund) 
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Diese Versuche (Tab. III und IV) sollten uns orientieren, ob im 
Serumeiwei8 auch sonst Verschiebungen eintreten. Es zeigt sich wohl ein 
Anstieg des Globulinstickstoffs, dagegen lieB sich bei der Takata-Reak 
tion und Senkungsreaktion kaum eine Veriinderung erkennen. Besonders 
deutlich ist bei Tab. III der stark verzégerte Harnstoffanstieg und dic 
starke Globulinvermehrung. Tab. V und VI zeigen ein gewisses Paralle| 
laufen von Arginin im Gesamteiwei8 und Globulinanstieg. 


Tabelle V (gesund) 


3g Argininhydrochlorid intravenéds 
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a ” = ra 
as jaz .(4 .|/* .J2 ./8,2 
aestlag|48% 1485 14 85 | 2 ba: 

Zeit in Minuten |G E/E ga] ees See |S 2/Ee8 = 
Eg alec Eo A ao 5i & 
ys OE G2 a/5N 2/50 An's - 
< o < D a @ — = oe = -_ 2-4 © — 

| és) = ao} 2 

Niichtern . in 7-2? 6,5 | 1161 853 231 17 
60’ nach Injektion 9,0 13,0 1184 850 254 80 
120’ ,, " 5,8 10,8 | 1258 | 953 305 100 
180’ ,, ‘ : 5,4 1209 874 246 8° 
Tabelle VI (Bronchiektasie) 
8 g Argininhydrochlorid intravenés 

ma) S = & 5 h 
& ‘D & s ° = = sent ._2@ ts ° a o | 
ewe ee 1465 (495 (4 2 | 2 bas 

Zeit in Minuten |°3 i aa a |< z Ey 2 = 21.8 5 oP Ga? a 
ee PE | 2? BP a |B? o (SES s 

S LS = oh oF 

Niichtern — 4,7 in 1240 619 547 74 
60’ nach Injektion 5,1 8,4 1178 483 620 75 
120’ ,., " 5,5 10,4 1240 515 650 15 
180’ ,, a. 5,0 8,4 1221 576 570 15 




















Um ja ganz sicher zu gehen in der Tatsache der Ergebnisse, fiihrten 
wir auch 2 Selbstversuche durch, die wir aber diesmal mit peroraler Be 
lastung durchfihrten. 

Wir fanden durchweg die gleichen Ergebnisse wie bei intravendser 
Belastung. Die Resorption mu8 ziemlich rasch vor sich gegangen sein, da 
bereits nach 1 Stunde der EiweiBargininwert seinen héchsten Punkt erreichte 
und bereits das ganze zugefiihrte Arginin im Serumprotein enthalten war. 
Am Tage des Versuchs wurden nur 200 g Honig, 250 g Butter, 4 Semmeln 
und etwa 1 Liter Wasser aufgenommen. Vielleicht ist das der Grund, 


warum nach 24 Stunden ein verhiltnismiBig starker Argininabfall im Serum- 
eiweiB zu verzeichnen ist. Wir haben hier auch die Ausscheidungsverhiiltnisse 
genauestens kontrolliert. 


seesusenann 


Tabelle VIT (Selbstversuch) 








Argininhydrochlorid peroral 
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Beim zweiten Versuch wollten wir den Argininanteil an der Albumin. 
bzw. Globulinfraktion feststellen. Die Versuche wurden in einer Serie 
durchgefiihrt und sind leider durch ein MiBgeschick verungliickt. Wi; 
konnten nur wieder den stetigen Anstieg des Globulinstickstoffs feststellen. 


Besprechung der Versuche 


Die Ergebnisse haben unsere Erwartung iibertroffen. Wir 
finden tatsachlich nach 1 Stunde und spater ein Serumeiweif, 
das den normalen Arginingehalt stark titberschreitet. Im 
Verlauf mehrerer Stunden kehrt es wieder zu normaler Zusammen- 
setzung oder darunter zuriick. Das ist ein Befund, der in der 
Physiologie der Serumeiwei8kérper und der Aminosdurenverwertung 
ganz neue und wichtige Ausblicke gestattet. 

Zunichst ist die Frage zu erértern, wie das Arginin vor- 
liegt. Es bestehen, wie oben schon kurz erwihnt, 3 Méglich- 
keiten: 1. Entweder ist es an das Eiwei8 adsorptiv gebunden, 
wobei die EiweiBkérper die Bennholdsche Vehikelfunktion be- 
tatigen, so ahnlich wie wir das fiir das Bilirubin und viel andere 
Stoffe annehmen, oder 2. es ist mit echten chemischen Bindungen 
an das vorhandene KiweiB gekettet, oder 3. es ist zu einem selb- 
stindigen Polyarginid synthetisiert. In bezug auf eine Wirkung 
bedeuten die 3 Méglichkeiten das gleiche, nimlich Schutz gegen- 
iiber der Arginase, ja es ist auch zunichst fir die andere Be- 
trachtung nicht so wichtig, die Frage endgiiltig zu beantworten. 

Wenn das Arginin zugefiihrt ist, so verschwindet es zuniichst 
in der Blutbahn, offenbar gelangt es in die Leber, der ja auch 
fiir KiweiB weitgehende Deponierungsfahigkeit zugeschrieben wird. 


Schon im Jahre 1896 beschrieb Braus'') pyroninophile Gebilde, welche 
in den Leberzellen bei reichlicher Ernihrung mit Eiwei8kérpern auftreten. 
Diese wurden dann in der Folgezeit bei allen Wirbeltieren gefunden. Die 
Deutung dieser Gebilde als Eiwei8speicher im Sinne Ber gs‘) (1912) erscheint 
gesichert. Die pyroninophilen Schollen sind streng vom Ernihrungszustand 
abhingig, sie verschwinden bei Tieren, die lingere Zeit gehungert haben 
und treten nur nach Fiitterung mit Eiweif, nicht aber nach Fiitterung mit 
Kohlenhydrat oder Fett wieder in den Leberzellen auf. Histochemisch 
wurde durch verschiedene spezifische EiweiBreaktionen die Wahrscheinlich- 
keit noch erhirtet. [Millonsche Probe durch Stiibel*’) 1920, Ninhydrin- 
reaktion durch Berg 1922, Nachweis von Cystin und Cystein, weiterhin 
von Tyrosin und Histidingruppen ebenfalls durch Berg 1932.) 

Auch rein chemische Untersuchungen stiitzen die Auffassung, dab die 
pyroninophilen Schollen gespeichertes Eiwei8 darstellen. Rothmann*) 
machte zuerst chemische Untersuchungen parallel mit der morphologischeu 
Beobachtung und fand Stickstoffzunahme der Leber unter EiweiSmast und 
Stickstoffabnahme unter Adrenalingaben bei Verlust der Scholleneinschliisse. 
Gautier®) konnte den Befund von Rothmann bestiitigen, daB der Gesamt: 
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stickstoff in der Leber bei eiweiB- oder aminosiurereicher Nahrung zunimmt 
und bei lingerem Hungern abnimmt, weiterhin, daB der EiweiBgehalt der 
Leber bei EiweiBzufuhr erhéht wird. Luck*’) berichtet, daB in der Siuge- 
tierleber bei eiweiBreicher Nahrung Nucleoproteide, Euglobulin, Pseudo- 
globulin und Albumin gleichmaBig gespeichert werden. Hierfiir spricht auch 
die Tatsache, daB die Aminosiiuren nach Resorption im Verdauungskanal 
eréBtenteils in der Leber gespeichert werden [Macleod*‘)|. Das ganze 
Problem wurde besonders eingehend von Clara’) und seiner Mitarbeiterin 
Siinder‘*®; vornehmlich auch nach der Richtung untersucht, ob andere 
Erklirungsméglichkeiten fiir diese Tatsachen zu finden sind. Sie kommen 
ebenfalls zu dem eindeutigen Ergebnis, daB es sich bei den pyroninophilen 
Gebilden um eine EiweiBspeicherung handeln miisse. 


In neuerer Zeit machten Liang und Sin-Wai Wu) eine interessante 
Beobachtung. LiBt man einen Hund 24 Stunden hungern und injiziert dann 
einige Kubikzentimeter Hundeserum einer Ratte, so verschwinden die Eiweib- 
schollen in der Leber der Ratte vollstindig. Es tritt also im Hungerserum 
eine Substanz auf, welche die EiweiBschollen mobilisiert. Weitere Unter- 
suchungen ergaben dann, daB diese Substanz aus dem Hypophysenvorder- 
lappen stammt, und sie wurde in Anlehnung an das Fett- und Kohlen- 
hydratstoffwechselhormon von Anselmino und Hoffmann‘) EiweiB- 
stoffwechselhormon genannt. Dieses Hormon wiirde also eine regulierende 
Wirkung auf den EiweiBstoffwechsel ausiiben. Das DepoteiweiB der Leber, 
in unserem Fall das ,,Arginineiwei8“, wird mobilisiert, gelangt in die Blut- 
bahn und erleidet allmahlich den Ab- bzw. den Umbau. 


Man mu8 also annehmen, daf in der Leber die Bildung des 
ArginineiweiBes stattfindet. Das ist ja das gleiche, was wir beim 
Zucker sehen. Perorale oder intravenédse Zufuhr von Trauben- 
zucker bewirkt eine Synthese von Glykogen in der Leber, bis eben 
die Aufnahmefihigkeit dieses Organs erschépft ist. Kin UberschuB 
wird im Urin ausgeschieden. Die Kapazitit ist fiir Glykogen sehr 
srob, Deshalb wird bei Belastungen auch die Zufuhr von 40 
und mehr Gramm Traubenzucker ohne Glykosurie vertragen. 
Etwas Ahnliches scheint auch bei Aminosiiuren der Fall zu sein. 
Paraskevas*) fand als Optimum bei Glykokollbelastungen eine 
perorale Zufuhr von 25 g Glykokoll. Ackermann?) berichtet, 
daB er trotz Zufuhr von groBen Mengen Arginin im Urin nur 1°/, 
wiederfinden konnte. Miiller*®) hat einem Kaninchen von 2,4 kg 
Gewicht innerhalb 20 Stunden 12 g Arginincarbonat subkutan 
injiziert und konnte dann im Urin nur 7,5°/, unverindertes 
Arginin wieder isolieren”*). 

Nach der Bildung des ,,ArginineiweiBes“ gelangt dieses je 
nach dem Hungerzustand in das strémende Blut und hier (oder 


*) Nachtrag: Bei unseren simtlichen Belastungsversuchen konnten 
wir im Urin nie Arginin isolieren oder nachweisen. 
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in der Leber?) verfallt es dann dem Abbau bzw. Umbau. Grund. 
sitzlich bestehen dafiir 2 Méglichkeiten: 1. Es wird hydrolytisch 
wieder Arginin frei und von der Arginase angegriffen; 2. es yer. 
fallt schon im Verband der Titigkeit dieses Fermentes. 

Die schwankenden Serumargininwerte im Serumfiltrat sprechen 
fiir die erste Annahme, doch méchten wir die zweite nicht yon 
der Hand weisen; denn die Méglichkeit besteht zweifellos, wie 
wir aus den Feststellungen Edlbachers?§) iiber die Spaltbarkeit 
von Arginylarginin und von Felix und Mitarbeitern%) iiber das 
a-Monobenzoylarginin und das Arginylarginin wissen. Es ist aut. 
fallend, daB im Reagenzglasversuch das p,,-Optimum der Arginase- 
wirkung fiir Arginin ungefahr bei p,, 9 liegt, wahrend das Blut und 
die meisten Gewebe ein p,, um 7 herum aufweisen. Das kénnte 
deswegen sein, damit der Abbau infolge des nicht optimalen p, 
aus Griinden der Einsparung nicht so rasch erfolgt. Man muf 
aber noch an eine andere Méglichkeit denken. Wir sind kritisch 
geworden, die Versuche im Reagenzglas ohne weiteres auf den 
lebenden, gesunden Organismus zu iibertragen. Die Ferment- 
wirkungen sind ja meist an mehr oder weniger gut gereinigten 
isolierten Fermenten und sehr oft an synthetischen Substraten 
studiert worden. Es wire doch auch méglich, daB es hier ahnlich 
ist wie bei der Desaminierung, da8 namlich ganz andere Tiitig- 
keiten der Fermente im Reagenzglas als Haupttatigkeit erscheinen, 
wihrend sie im lebenden Kérper als Nebentitigkeit wirken oder 
iiberhaupt verborgen sind. Felix und Schneider”) finden gerade 
fiir substituiertes Arginin wie «-Monobenzoylarginin, Clupein, also 
wenn Argininpeptide vorliegen, ein p,-Optimum der Spaltung bei 
7—8. Demnach kénnte die normale spezifische Wirkung der 
Arginase im lebenden Organismus auf Arginin in Bindung ein- 
gestellt sein und die Spaltung des freien Arginins gleichsam einen 
Reagenzglasversuch darstellen mit abnlichen Unterschieden wie 
bei d- und 1]-Aminosiuredesaminase. 

Die Natur sucht sich die Umsetzungen méglichst leicht zu 
machen ohne viel Krafteaufwand. Das Substrat ist meistens in 
dem Zustand, in dem es fiir das Ferment am leichtesten un- 
zuwandeln ist. Wir méchten diese Anschauungen gern vergleichen 
mit den mannigfachen Ergebnissen Bergmanns®®) an synthetischem 
Material. Von Triacetylanhydroarginin berichten z. B. Bergmann 
und Késter’), daB schon Zugabe von Wasser geniige, um Harn- 
stoff abzuspalten. B. hat nun weiterhin, ausgehend von der Er- 
fabrung, daB manche Aminosiuren in Peptidbindung reaktions- 
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fihiger sind als in freiem Zustand, die Frage aufgeworfen, ob in 
' manchen Fallen die oxydative Desaminierung der Aminosiuren 
‘oy. | schon an den peptidgebundenen Aminosiuren einsetzt. 1932 schreibt 
er: ,Man darf nicht vergessen, daB bisher kein Ferment bekannt 
geworden ist, das freie Aminosiuren zu dehydrieren und zu 













































von — desaminieren vermag. Dem gegeniiber darf erinnert werden, 
wie — daB Aminos&éuren gerade, wenn sie in peptidartiger Bindung 
ceit | vorliegen, sehr oft auffallend leicht zu Dehydrierungsvorgingen 
das — neigen“. 
uf. - Nimmt man im Blut des Menschen rund 200 g SerumeiweiB 
se. | an, so zeigen die erhaltenen Anstiege, daf wahrscheinlich das 
ind | ganze zugefiihrte 1(+)-Arginin tiber das synthetisierte 
nte | Produkt abgebaut wird. Auch die Harnstoffwerte im Serum 
p, — lassen sich so am besten erkliren. Der Anstieg erfolgt noch, wenn 
U8 die Serumargininwerte und die SerumeiweiBargininwerte bereits 
sch — wieder zu fallen beginnen. Wie London fanden auch wir einen lang- 
ley — samen Anstieg des Harnstoffs und allmahlichen Abfall. Das sieht 
nt- — wieder so aus, als ob der Harnstoff aus dem Arginineiwei8 direkt 
ten abgespalten wiirde und der Restkérper erst danach dem Abbau oder 
ten | Umbau verfallt. Vermutlich laufen beide Wege nebeneinander, 
ich | der des Abbaus im EiweiBmolekiil und der der Hydrolyse von 
ig- Arginin aus dem KiweiBmolekiil und anschlieBend Spaltung durch 
en, Arginase. 
jer & Fiir unsere bisherigen Betrachtungen ist es ganz gleichgiiltig, 
de welche von den 3 Méglichkeiten des ArginineiweiBes angenommen 
Iso wird. Fir viele andere Fragen ist die Entscheidung jedoch sehr 
bei | Wichtig. Die Annahme einer bloBen Vehikelfunktion des Serum- 
ler | ciweiBes fiir Arginin méchten wir mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
ine | ausschlieBen; denn einmal ist die Haftfestigkeit bei den Vehikel- 
en substanzen meist nicht so groB, daB nicht schon bei der Ent- 
vie elweiBung wenigstens ein groBer Teil der gebundenen Substanz 
lrei wird, dann aber sprechen auch unsere Versuche im Reagenz- 
mu § glas, wenn wir Arginin direkt zum Serum zusetzten, sehr 
in — agegen; denn hier fanden wir nach EnteiweiBung die gesamte 
1 zugesetzte Argininmenge im EiweiBfiltrat. Wenn also nur die 
en | Bennholdsche Bindung angenommen wiirde, so wiire sie jedenfalls 
em so fest, daB man das Ganze, also bindendes EKiwei8 und gebundenes 
nn — Arginin, als ein funktionelles Ganzes betrachten kénnte, dhnlich 
ne wie es fiir das festgebundene Bilirubin geschieht, das die direkte 
Dre Reaktion nach Hijmans van den Bergh nicht gibt. Die Aus- 


wirkung im Blut und auch die Wertung fiir den physiologischen 
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Abbau ist dann nicht viel anders, als wenn eine sdiureamidartige 
Bindung die Synthese des Arginins an EKiweiB bewerkstelligt hiitte, 

Wenn wir lieber an ein Polyarginin denken méchten, so 
geschieht das nicht auf Grund eines Beweises oder auf Grund 
einer gréBeren Wahrscheinlichkeit, sondern lediglich aus dem 
Gefiihl, oder vielleicht aus dem Wunsch heraus, weil wir diesem 
K6rper bzw. einem damit sehr verwandten bei unseren Clupeinarbeiten 
schon begegnet sind!* !% 23), Da sich aber die Naturwissenschaft 
vor gefiihlsmibiger Kinstellung bewahren muf, sind wir bemiiht 
die Frage durch Isolierung zu kliren. 

Ks gehért nicht blo®B der Optimismus des Entdeckers dazu, 
wenn wir unseren Ergebnissen eine weitgehende Bedeutung bei- 
messen. Fir die Physiologie ist er in groBen Ziigen schon aut- 
gezeigt. Felix und Zorn?!) weisen in ihrer Arbeit zur Spezifitiit 
der d-Aminosiiureoxydase wieder darauf hin, daB sie den Befund 
von Krebs bestitigen konnten, daf es 2 Systeme fiir den Abbau 
der Aminosduren gibt; eines fiir die natiirlichen, welches an die 
intakte Zelle gebunden ist und ein anderes fiir die nicht natiir- 
lichen Aminosiuren, das sich leicht extrahieren laBt. Dem zweiten 
System liegt die d-Aminosiureoxydase zugrunde, dem ersten 
System geht nach unserer Meinung eine Synthese voraus, 
die natiirlich von der absterbenden Zelle nicht mehr 
bewerkstelligt werden kann. Der Sinn dieser Zelltitigkeit ist, 
wie schon erwihnt, zunichst eine Speicherung, damit verwertbares 
Material nicht so schnell abgebaut wird. Eine weitere Zweck- 
mifigkeit erblicken wir darin, dai die 1-Aminosiureoxydase ver- 
mutlich am ganzen Molekiil angreift und die Synthese gewisser- 
mafen eine Auflockerung des Argininmolekiils herbeigefiihrt hat 
und so dann nur eine ganz geringe Arbeit fiir das Ferment zur 
Spaltung benétigt ist. Die Bergmannschen Arbeiten und auch 
die Erfahrungen des organischen Chemikers beleuchten den Ge- 
dankengang zur Geniige. Es hatte auch gar keinen rechten Sinn, 
wenn wieder vollstindige normale Hydrolyse stattfande und an- 
schlieBend Desaminierung. Wabhrscheinlich findet innerhalb des 
ArginineiweiBmolekiils groBen Teils Umformung statt, wie Hydric- 
rung, Dehydrierung, Atomgruppenverschiebung usw. 

Die SchluBfolgerung fiir die Physiologie aus unseren 
Ergebnissen sind also nach unserer Meinung kurz folgende: 1. Der 
Abbau der d-Aminosiuren erfolgt direkt bei der freien Siiure 
durch die d-Aminosiureoxydase. 2. 1-Aminosiuren werden 1m 
Eiweibverband durch die ]-Aminosiureoxydase nur soweit abgebaut, 
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daB sie der normalen Verwertung im Organismus entsprechen. 
Es muB also 3. ihrem Abbau eine Synthese vorausgehen, wobei 
wir als Synthese echte Bindung oder nebenvalenzartige Bindung 
an vorhandenes bindungsfahiges Kiwei8 oder isolierte Polypeptid- 
bildung verstehen. Simtliche drei Fermente, also d-Aminosiure- 
oxydase, synthetisierendes Ferment und l-Aminosiureoxydase sind 
in der lebenden Zelle vorhanden. Durch die Fiahigkeit, zu 
synthetisieren bzw. bindungfaihiges Eiwei8 zu liefern und 
im Verband l-Aminosiuren abzubauen, unterscheidet 
sich die lebende Zelle im lebenden Zellverband grund- 
sitzlich von der absterbenden, die aus dem Gesamtorganis- 
mus herausgerissen ist. Die Wirkung der d-Aminosiureoxydase 
kommt vornehmlich bei der absterbenden Zelle zur Geltung. Alle 
drei scheinen in sinnvoller Wechselwirkung miteinander zu stehen, 
derart, daB eine Vermehrung der einen nur médglich ist durch 
eine Verminderung der anderen. Manche unserer Vorstellungen 
iiber den physiologischen Lebensablauf in der Zelle und im 
Organismus dirften daher zu korrigieren sein, da sie aus Ver- 
suchen an isolierten, absterbenden Zellverbiinden gewonnen wurden. 

Diese grobe Vorstellung vom Aminosiurestoffwechsel der Zelle 
bringt von selbst die Schlu8folgerung, daB zwischen beiden Ex- 
tremen die kranke Zelle steht, die je nach der Schwere der 
Krankheit mehr die Eigenschaft der gesunden oder mehr die der 
absterbenden aufweist. Kine davon ganz abweichende Sonder- 
stellung nimmt aber die Krebszelle ein. Da gerade Kégl mit 
Recht der Tatigkeit der angegebenen Fermente fiir die Atiologie 
der malignen Tumoren eine hervorragende Bedeutung zuerkennt, 
muB unseren Ergebnissen auch eine nicht zu unterschitzende 
sedeutung fiir das Krebsproblem beigemessen werden. Wie 
erwihnt fand er, daB Krebsgewebe zum Unterschied von normalem 
zum Teil aus Aminoséuren der d-Reihe aufgebaut ist und daB 
sich besonders die d-Glutaminsiure an dieser Verschiebung be- 
teiligt. Es finden also teilweise die Aminosiuren Verwendung 
zum Aufbau, die sonst sehr rasch der Desaminierung oder der 
Ausscheidung verfallen im Gegensatz zu den natiirlichen 1-Formen. 
Nach unserer vorigen Uberlegung miiBte also hier sowohl die 
d-Aminosiiureoxydase als auch die 1-Aminosiureoxydase, der wir 
neben der Desaminierung auch eine gewisse Umformungsfihigkeit 
zu normalem Kiwei8 zuschreiben méchten, vermindert sein, wahrend 
das synthetisierende Ferment — im oben angegebenen Sinn ge- 
meint — vermehrt wire. Ja man muB sogar daran denken, dab 
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gerade durch den Einbau einer d-Form dem betreffenden Eiweig. 
molekiil der Charakter eines synthetisierenden Ferments verliechey 
wird oder daB es als Vorbild fiir weitere Synthesen dient. Diese; 
so entstehende neue synthetisierende Ferment miiBte viel un. 
empfindlicher als das normale sein, dem, wie dem nativen Eiweif, 
eine starke Empfindlichkeit gegeniiber Denaturierungsvorgingen 
eigen zu sein scheint, woraus vielleicht die Annahme der Zell. 
gebundenheit zu erkliren wire, da es dem normalem Leben und 
seinen chemischen AuBerungen viel niher steht. Auch die d-Amino. 
siureoxydase hat eine solche Empfindlichkeit gar nicht notwendig, 
ja es ist sogar ganz zweckmibig, daB sie ihre Titigkeit auch 
fortsetzen kann, wenn das Leben der Zelle nicht mehr ganz auf 
der Hohe ist, ganz sicher zweckmiBig jedenfalls im Hinblick auf 
die Verhinderung eines Einbaus einer d-Aminosiure in das Eiweib- 
molekiil. Da ganze Problem liuft auf den Stoffwechsel der Zelle 
iiberhaupt hinaus und, wie es scheint, vor allem auf den Eiweib.- 
stofiwechsel derselben. 

Nach unseren heutigen Vorstellungen iiber die Synthese der 
HKiweiBkérper aus Aminosduren ist ein Kinbau einer d-Aminosiiure 
nur méglich, wenn eine d-Form zugefiihrt oder im Organismus 
selbst gebildet wird. Beides kann der Fall sein, wie wir an 
anderer Stelle 14*) ausfiihrlich erliuterten. Daraus kann geschlossen 
werden, daB doch der Ernihrung eine gewisse Rolle beim Krebs- 
problem zufallt. 

Die Bedeutung unserer Befunde fiir die Therapie liegt noch 
in einer anderen Richtung der Ernihrung. Ein in der Medizin 
und besonders in der Naturheilkunde beliebtes Heilverfahren ist 
die Umstellung von gemischter Kost oder iiberwiegender Fleisch- 
kost auf Rohkost bzw. vorwiegend fleischlose Kost. Man kann 
dann bei mancherlei Krankheiten, insbesondere solchen des Stofi- 
wechsels, oft verbliiffende Erfolge sehen. Als Erkiarung dafiir 
pflegt man ,,Umstimmung“ des Organismus anzugeben. Nunmelir 
kann man sich dariiber eine etwas konkretere Vorstellung machen. 
Meist ist eine solche Umstimmung mit einer starken Herabsetzung 
der EiweiBzufuhr verbunden und damit gewissermafen mit einer 
Entlastung der Leber, die gar nicht mehr dazu kommt pyronino- 
phile Schollen auf langere Dauer anzusammeln. 

Kine weitere Bedeutung liegt auf dem. Gebiet der Serologie. 
Das SerumeiweiB hat die Aufgabe alle méglichen Stoffe zu binden, 
sie zu transportieren und an die Orte der Verwertung oder Aus- 
scheidung zu bringen. Durch diese Bindung ist es auch in der 
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Lage, schidlichen toxischen Stoffen weitgehend die Gefahrlichkeit 
zu nehmen, ja solche Toxine im Eiweifkomplex leichter dem 
Abbau zuginglich zu machen. Auf der anderen Seite dient es 
sicher dazu, niitzliche Stoffe wie Vitamine und Hormone reaktions- 
fihiger und damit zu gréBerer Wirksamkeit im guten Sinn um- 
guwandeln. Auch fiir die wechselnden Heilerfolge mancher Medi- 
kamente bei den einzelnen Menschen diirfte es zum Teil verant- 
wortlich gemacht werden. 

Die ganze Tiitigkeit des Serumeiweifes liuft also letzten 
Endes auf den Bau des Molekils hinaus. Bindungen auch ad- 
sorptiver Art werden vornehmlich den polaren Gruppen zugeschrieben. 
Wir haben jetzt die Méglichkeit, soleche Gruppen nach unserem Er- 
messen zu vermehren: denn wir nehmen an, daB das Schicksal des 
\(+)-Arginins fiir alle oder doch die allermeisten 1-Formen der Amino- 
siiuren zu erwarten ist. Der Organismus kann also durch Zufuhr 
irgendeiner Aminosiure oder eines bestimmten Gemisches solcher 
gezwungen werden, stets KiweiB mit besonderen polaren Gruppen 
zu bilden. Bei tiglich Imaliger oder wiederholter Gabe kann 
der Titer dieser polaren Gruppen auf der Héhe gehalten werden. 
Es besteht aber auch die Méglichkeit, ein Serum mit solchen 
besonderen Haftstellen zu gewinnen, z. B., wenn einem Tier eine 
eroBere Menge Arginin verfiittert wurde und ihm nach etwa 
| Stunde Blut entnommen wurde. Ob dieses so gewonnene Serum 
in seiner Zusammensetzung bestiindig bleibt, miiBten Versuche 
ergeben, weiterhin auch bei welchen Krankheiten — wir denken 
vornehmlich an die Infektionskrankheiten — es einzusetzen wire. 
Kinen gangbaren Weg halten wir jedenfalls fiir vorgezeichnet. 


Zusammenfassung 

1. Bei peroraler oder intravenéser Zufuhr von 1(-+-)-Arginin 
lindet, wahrscheinlich in der Leber, eine Synthese zu arginin- 
reichem Serumeiweif statt, das nach kurzer Speicherung zum Teil 
in die Blutbahn gelangt. 

2. Diese Synthese erstreckt sich fast auf das gesamte zu- 
gelihrte Arginin, das dann vermutlich zum gréSten Teil im Ver- 
hand direkt abgebaut wird. 

3. Die Bedeutung der Befunde dieser Synthese im Tierkérper 
wird besprochen fiir die Physiologie, das Krebsproblem, die 
Therapie und Serologie. 
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Uber den polarographischen Nachweis 

von biologisch wichtigen Ketonen der Steringruppe 
Von 

J. Eisenbrand und H. Picher 


Mit 9 Figuren im Text 


(Aus dem Pharmazeutischen Untersuchungslaboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
a Frankfurt a. M., Hochst) 
erlin 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1939) 


Das Problem des Nachweises von Ketonen, die sich von 
Cyclopentanoperhydrophenanthren ableiten, ist von groBer Be- 
_ — deutung, da bekanntlich eine Anzahl biologisch wichtiger Stofie 
Y3i. I vu dieser Klasse gehért, so in erster Linie die Sexualhormone, 
| weiterhin die Hormone der Nebennierenrinde. Dieser Nachweis 
hat vielfach kleinste Mengen hochwirksamer Stoffe in groBen 
Mengen Ballastsubstanzen zu erfassen und es ist selbstverstiand- 
lich, daB hier der Tierversuch lange die ausschlieBliche Richt- 
schnur gewesen ist. 
In letzter Zeit mehren sich jedoch auch die Versuche, dem 
922), Problem analytisch chemisch niher zu kommen, wobei das Ziel 
ist, die Tierversuche auf das unvermeidliche Minimum herab- 
937), | Zudriicken. Dabei sind bis jetzt 2 Arbeitsrichtungen besonders 
34); JF entwickelt worden: : 
1. Eine colorimetrische, die sich bemiiht, die Hormone auf 
Grund ihrer spezifischen Farbreaktion zu ermitteln, Eine Ubersicht 
liber die groBe Zahl der Versuche, die in dieser Richtung bis 
August 1938 gehen, gibt die zusammenfassende Darstellung von 
\. Zimmermann, ,,Farbreaktionen und chemische Bestimmung 
von Keimdriisenhormonen“, auf die wir verweisen’). 


) Klin. Wschr. 17, 1103 (1938). Einige Arbeiten, die nach diesem 
Zeitpunkt erschienen sind und sich ebenfalls mit Farbreaktionen dieser 
Stoftklasse befassen, sind: S. Kober, Biochemie. J. 32, 357 (1938); H. Kigi 
u. K. Miescher, Chemistry & Industry 57, Nr. 12 (1938); G. Woker u. 
.Antener, Helvet. chim. Acta 22, 47 (1939). 


)05); 


6* 
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2. Kine spektralphotometrische, welche das ultraviolette A). 
sorptionsspektrum benutzt, woriiber man einen Uberblick in der 
Arbeit von B. Bugyi,,Spektroskopische Untersuchung der Sexual- 
Hormon-Handelspriparate“ findet’). 

Kine weitere Methodik, die hauptsiichlich priaparativ wertyoll 
ist, aber auch analytisch sehr aussichtsreich zu werden verspricht, 
ist die Bindung der in Frage stehenden Ketone an _ besondere 
Keton-Reagentien, wie z. B. Girards Reagens*), Fiir analytische 
Zwecke wird dort z. B. die entsprechende Verbindung zwischen 
dem Keton und Girards Reagens P mit Alkaloid-Reagentien, wie 
Quecksilberjodid-Jodkalium oder Wismutjodid-Jodkalium gefiillt. 

Die Spezifitiit dieser Nachweisreaktionen ist naturgemib ver- 
schieden und es ist stets zu iiberlegen und, wenn ndtig, im Tier- 
versuch zu kontrollieren, ob sie fiir den ins Auge gefaBten Zweck 
ausreicht. Die Frage, wieweit eine mehr oder weniger einfache 
Vortrennung der eigentlichen Bestimmung voranzugehen hat, hingt 
eng damit zusammen und muf unter diesem Gesichtspunkt eben- 
falls fiir jeden Einzelfall gepriift werden. 

Mit zunehmendem Einblick in die Struktur dieser wichtigen 
Ketone stellte sich nun der Unterschied zwischen Gruppierung 
mit und ohne konjugiertes System als ein fiir die physiologische 
Wirkung vielfach entscheidendes Moment heraus. So ist von 
den minnlichen Sexualhormonen das T'estosteron (I) mit konju- 
giertem System etwa 6—7mal so wirksam wie das Androsteron (II. 
Der Nachweis des Testosterons gewinnt somit besonderes Inter- 
esse. Ebenso besitzt das Progesteron (III), das Hormon des weil- 
lichen Gelbkérpers, ein konjugiertes System und ferner das 
Corticosteron (IV) und das Desoxycorticosteron (V), Hormone der 
Nebennierenrinde. 

Nun unterscheiden sich bekanntlich solche Stoffe mit konju- 
gierten Doppelbindungen von den Ketonen, die ein solches System 
nicht besitzen, durch das Auftreten einer starken Lichtabsorptions- 
bande im Ultraviolett und es miiBte méglich sein, hiermit analy- 
tische Unterscheidungen zu treffen. Wie aus der oben zitierten 


*) Z. ges. exper. Med. 101, 14 (1937). Vgl. ferner: Butenandt U. 
I. Stérmer, Diese Z. 191, 143 (1930); 208, 129 (1932); Euler, Hellstrom, 
Pulkki u. Burstrém, Ark. Kemi 11, 5 (1932); R. A. Morton, The appli 
‘ation of absorptionsspectra to the study of vitamins and hormons, 1934: 
K. H. Slotta, H. Ruschig, E. Fels, Ber. chem. Ges. 67, 1274, 1947 (1934): 
K. David, Acta brev. neerland. 5, Nr. 5 u. 7 (1985). 

*) A.Girard u. G. Sandulesco, Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1950). 
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Ab. Arbeit von B. Bugyi’) hervorgeht, sind Versuche in dieser Richtung 

dey | bereits unternommen und haben in einigen Fallen zum Erfolg 

‘ual. sefiihrt. Aber es ist zu beachten, daB diese sonst sehr selektive 
und wertvolle Methodik dort ihre Grenze finden muB, wo Triibungen 

tyoll | auftreten und wo starke Verfirbungen durch Verunreinigungen 

icht, | bei kleinem Gehalt an wirksamen Substanzen vorliegen. 
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ri Kine brauchbare colorimetrische Reaktion stellt weiterhin die 
von W. Zimmermann’) angegebene und ausgebaute Methodik dar. 

-" Sie verwendet die Jaffé-Bittdésche Reaktion mit m-Dinitrobenzol 

eos und Kalilauge. Dabei traten gut colorimetrierbare Farbungen auf 

ie und es ist méglich, durch ein Differenzverfahren, z. B. das ge- 

es siittigte Keton Androsteron von dem ungesiittigten Keton Testo- 

ms steron zu unterscheiden. Dieses Verfahren hat sich, wie aus der 
Literatur hervorgeht, in einer Reihe von Fiillen, besonders fiir 

- (lie Bestimmung von Androsteron im Harn gut bewihrt*®), da 

ss (lie Farbreaktion dieses gesiittigten Ketons — spektralanalytisch 

ppl: FF untersucht — eine ausgepriigte Bande zeigt. Fiir die Bestimmung 

934 

34); EF *) Diese Z. 233, 257 (1935); 245, 47 (1937); Klin. Wschr. 17, 1103 (1988). 


: *) N. H. Callow, R. K. Callow u. C. W. Emmens, Biochemie. J. 32, 
Q3 6), 1312 (1938). 
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von T'estosteron dagegen ist die Methode nicht so spezifisch, da 
hier keine Bande, sondern nur eine vom Violett nach lingere; 
Wellenlangen hin abfallende Lichtabsorption auftritt. Eine sehy 
ihnliche Spektralkurve gibt nach Zimmermann’) das Kreatinin, 
fiir das die Reaktion ja urspriinglich gefunden wurde®). Nun sieht 
Zimmermann zwar eine Unterscheidung von Gemischen yoy 
Kreatinin und Testosteron vor. Jedoch wirkt nach unseren Ver. 
suchen bei kleinen Mengen von Testosteron in Organextrakten 
das Kreatinin sehr stérend, so da8 wir vorzogen, es vorher durch 
eine saure Extraktion zu beseitigen. Auch dann noch ist der 
exakte Nachweis des Testosterons bei kleinen Mengen nach unseren 
Erfahrungen in Organextrakten durch groBe Fehlergrenzen ge. 
fahrdet, wenn nicht (vgl. spiter) noch eine besondere Vorbehandlung 
eingeschaltet wird’), 

Auf Grund dieser Tatsachen schien uns die Polarographie, 
welche von J. Heyrovsky und Shikata‘) in die analytische Praxis 
eingefiihrt wurde, fiir den Nachweis solcher Ketone Aussicht zu 
bieten. Denn es war zu erwarten, daB durch diese Methode, 
welche auf der Reduktion der betreffenden Verbindungen an einer 
tropfenden Quecksilberkathode beruht, vor allem ein verbesserter 
Nachweis der Ketone mit konjugiertem System gegeniiber colori- 
metrischen Methoden erreicht wiirde. Ferner, daB in manchen 
Fallen sogar eine Uberlegenheit gegeniiber der Absorptionsspektral- 
analyse vorhanden sein wiirde, und zwar dann, wenn Fiirbungen 
und Triibungen auftreten, da ja bei der Polarographie unter Um- 
stinden sogar Fallungen nicht stéren. In Fiillen, in denen die 


colorimetrische und spektrographische Methode gleich gute Resul- - 


tate liefern, wiirde dann die Polarographie immerhin als wertvolle, 
unabbingige Erginzung und Kontrollmethode fiir die Bestimmung 
solcher Verbindungen gebraucht werden kénnen. 


Auf das Apparative braucht hier nur kurz eingegangen zu werden. 
Es handelt sich bei der Polarographie um eine automatische Aufschreibung 
der Stromstiirkezunahme oder Abnahme, die dann auftritt, wenn an eine 
Lésung mit tropfender Quecksilberkathode und gegeniiberliegender Queck- 
silberanode ebenfalls automatisch Spannungen angelegt werden. Die Methode 
ist eine Ausschlagsmethode, d. h. die Stromstiirke wird durch den Ausschilag 
eines Spiegelgalvanometers gemessen, und zwar so, daB der Spiegel des 





®) Jaffé, Diese Z. 10, 390 (1886); B. v. Bitté, Liebigs Ann. 26%, 
377 (1892). 

’) Neuverdings gibt Zimmermann [Klin. Wschr. 17, 1104 (1938)) av, 
daB*es ihm gelungen sei, Testosteron neben Kreatinin in Hodenextrakten 
zu bestimmen. 

*) Recueil des Travaux chim. des Pays-Bas 44, 496 (1925). 
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Galvanometers eine Lichtmarke auf ein photographisches Papier schreibt. 
Dieses Papier wird durch einen Synchronmotor bewegt. Der gleiche Motor 
bewegt den Spannungsschreiber, nimlich eine Kohlrauschsche Walze, 
welche bei je einer Umdrehung, d. h. bei einer bestimmten Spannungszunahme 
eine Ordinatenmarke auf das photographische Papier ebenfalls durch Licht- 
schreiber aufbringt. Der von uns beniitzte Apparat wurde von der Firma 
Geissler, Bonn, geliefert. Beziiglich weiterer apparativer Kinzelheiten sei 
auf die zusammenfassenden Arbeiten von J. Heyrovsky’*), H. J. Ant- 
weiler’) und W. Hohn?!) verwiesen. 

Der polarographische Effekt von Ketonen ist schon Gegen- 
stand mehrerer Untersuchungen von Shikata und 'l’achi!’) sowie 
von G. Semerano!?’) gewesen. Ferner hatten A. Winkel und 
G. Proske 4) dieses Gebiet im Rahmen eingehender Untersuchungen 
iiber den Zusammenhang zwischen Reduktionspotential und Kon- 
stitution bearbeitet. Dabei priiften sie besonders die Beeinflussung 
der Reduzierbarkeit der Carbonylgruppe durch verschiedene Sub- 
stituenten, wobei als Grundlésung indifferente Elektrolyte, meist 
0,1n-Ammonchlorid oder 0,1 n-Lithiumchlorid verwendet wurden. 
Sie gingen dabei vom Formaldehyd aus und bestitigten zunichst 
die Ergebnisse von Shikata und Tachi, daB die Kinfithrung 
einer Methylgruppe im Formaldehyd, also der Ubergang zum 
Acetaldehyd, die Reduzierbarkeit herabsetzt und daB die Ein- 
fiiarnng einer zweiten Methylgruppe diese Wirkung verstirkt, so 
daB beim Ubergang zum Aceton unter den gewiihlten Bedingungen 
eine Reduktion nicht mehr auftritt. DemgemiB wurden von ihnen 
beim Aceton und den von ihnen untersuchten Homologen keine 
polarographischen Stufen erhalten. 

Bei 0,1-molaren Acetonlésungen beobachteten sie zwar einen 
illmihlichen Stromanstieg vor der Abscheidung des zugesetzten 
Klektrolyten, und zwar lag dieser in einer solchen Liésung um 
etwa 0,2 Volt friiher als in einer 0,001-molaren Lésung. Winkel 
und Proske sind aber, abweichend von Shikata und Tachi 
sowie von Semerano der Ansicht, daB daraus nicht geschlossen 
werden kann, daB das Aceton bei diesem Potential reduziert wird, 
sondern sie halten es fiir méglich, daB Anlagerungsverbindungen ?°) 


®) Vgl. W. Béottger, Physikalische Methoden der analytischen Chemie 
Il. Teil, 260, 1986. 

10) Z. anal. Chem. 102, 385 (1935). 

1!) Chemische Analyse mit dem Polarographen (1937). 

2) Vel. J. Heyrovsky, a. a. O.%). 

13) Gaz. chim. Ital. 62, 959 (1932); Chem. Z. 1933, I, 1907. 

4) Ber. chem. Ges. 69, I, 963 u. II, 1917 (1936). 
5) vy, Laszezynski, Ber. chem. Ges. 27, II, 2285 (1894). 
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des Acetons mit den zugefiigten Alkalihalogeniden diesen anormalen 
Stromanstieg verursachen. Ebenso wie das Aceton und seine 
Homologen verhielt sich auch das Cyclopentanon. 

Von den aromatischen Derivaten des Acetons untersuchten 
Winkel und Proske Acetophenon, 1-Methylacetophenon, Methy)l- 
a-naphthylketon, Benzophenon, Michlers Keton und Methyl- 
benzylketon. Diese Ketone gaben alle bis auf Methylbenzylketon 
einen polarographischen Effekt in Form einer Stufe, und es zeigte 
sich, daB die Phenylgruppe und die Methylgruppe die Reduzier- 
barkeit der Carbonylgruppe stark beeinflussen. Und zwar wirkt die 
Methylgruppe so, daB die Verbindungen schwerer reduziert werden, 
die Phenylgruppe so, daB sie leichter reduziert werden. Da Benzyl- 
methylketon nicht reduziert wird, schlieBen Winkel und Proske, 
daB die Reduzierbarkeit der Carbonylgruppe durch die Doppel- 
bindungen der Phenylgruppe nur dann beeinfluBt wird, wenn die 
Carbonylgruppe zu einer Doppelbindung des Phenylrestes kon- 
jugiert steht. Auf die Bedeutung der konjugierten Doppelbindung 
fiir die Polarographie hat iibrigens schon Heyrovsky’) selbst 
hingewiesen. 

Auch Dicarbonylverbindungen sind von Winkel und Proske 
untersucht worden. Sie fanden u. a. vom Glyoxal iiber das Diacety], 
das Acetylaceton zum Acetonylaceton eine abnehmende Reduzier- 
barkeit, so daB das letztgenannte iiberhaupt nicht mehr reduzierbar 
ist. Bei dieser Verbindung stehen offenbar die durch die Athylen- 
gruppe getrennten 2 Carbonylgruppen bereits so weit voneinander 
entfernt, daB eine gegenseitige Beeinflussung im Sinne leichterer 
Reduzierbarkeit nicht mehr ausgeiibt wird. Der Hiaufung der 
konjugierten Doppelbindung schreiben Winkel und Proske den 
Befund zu, daB das p-Chinon und das Chinhydron auBerordentlich 
leicht reduzierbar sind. SchlieBlich soll noch die ebenfalls von 
Winkel und Proske festgestellte Tatsache erwihnt werden, dab 
eine Hydroxylgruppe in «-Stellung zu einer Carbonylgruppe eben- 
falls eine Wirkung im Sinne leichterer Reduzierbarkeit ausiibt. 
So wurde z. B. Oxyaceton im Gegensatz zu Aceton an der Queck- 
silberkathode reduziert. In einer weiteren Arbeit von H. Adkins 
und F. W. Cox!*) werden eine gréfere Anzahl von aliphatischen, 
aromatischen und gemischten aliphatisch-aromatischen Ketonen 
untersucht. Auch hier werden ihnliche Beziehungen festgestellt. 
Unter den untersuchten Substanzen befindet sich auch ein 


16) J. Amer. Chem. Soc. 60, 1151 (1938). 
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ungesattigtes Keton der Sterinreihe, das Cholestenon, fiir das ein 
Abscheidungspotential von 1,30 Volt in alkoholischer Ammon- 
chloridlésung gefunden wurde. 

Wie unseren Versuchen kurz vorausgeschickt sei, ergab sich 
hierbei ebenfalls, daB die untersuchten Ketone der Sterinreihe, 
bei denen die Ketogruppe mit einer Kohlenstoff-Doppelbindung 
in Konjugation steht, eine polarographische Welle geben, die 
anderen dagegen nicht, daB also auch bei diesen biologisch wichtigen 


Ketonen die Anordnung O=C—C=C — fiir den polarographischen 


. ' : : | | 
Nachweis entscheidend ist. 


Experimenteller Teil 


Ks wurden von uns folgende Ketone gepriift: Androsteron, 
ehydroandrosteron, Dehydroandrosteronacetat, Testosteron, T'esto- 
steronpropionat, Progesteron, Desoxycorticosteronacetat. Die 
Priparate wurden uns von unserem Pharmazeutisch-wissenschaft- 
lichen Laboratorium zur Verfiigung gestellt. 

Unsere Untersuchungen fiihrten wir nach folgender Arbeits- 
weise durch: 

Es wurden etwa 1—7 mg Substanz in Alkohol gelést und 
mit Alkohol auf 9 ccm aufgefiillt. Hierauf wurde 1 ccm 1 n-waBrige 
Lithiumchloridlésung zugesetzt. Der Sauerstoff wurde durch Ein- 
leiten von mit alkalischer Pyrogallollésung gewaschenem Stick- 
stoff entfernt. Vor Kinleiten in das Reaktionsgefai8 wurde der 
Stickstoff noch mit 90 vol.-°/,igen Alkohol gewaschen. Die so 
behandelte Substanz wurde im Spannungsbereich von 1,2—2,2 Volt 
init der Kmpfindlichkeit */,, polarographiert. 

Die Ergebnisse zeigen die Fig. 1—6. Aus ihnen ist ersicht- 
lich, daB die Ketone Testosteron (Fig. 1), Testosteronpropionat 
(Fig. 2), Progesteron (Fig. 3), Desoxycorticosteronacetat (Fig. 4) 
eine polarographische Stufe zwischen 1,6 und 1,8 Volt zeigen 
(las Anodenpotential wurde dabei =0 gesetzt). Keine Stufen 
zeigen dagegen unter den beschriebenen Bedingungen Androsteron, 
Dehydroandrosteron und Dehydroandrosteronacetat, wie Fig. 5 
zeigt. Damit erweist sich tatsachlich im Rahmen des untersuchten 


Materials das Vorhandensein einer Konjugation zur CO-Gruppe 


als wesentlich fiir die Ausbildung einer polarographischen Stufe. 
Die Héhe dieser Stufe ist, wie Fig. 6 zeigt, bei simtlichen Ke- 
tonen, die in mehreren Konzentrationen untersucht wurden, pro- 
portional der Konzentration. Fiir Desoxycorticosteronacetat, das 
aus duBeren Griinden nur in einer Konzentration untersucht 
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wurde, ist diese Proportionalitit selbstverstindlich ebenfalls zy 
erwarten. Ebenso ist die Ausbildung einer polarographischen 
Stufe fiir andere konjugierte Ketone der Sterinreihe zu erwarten, 
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Fig. 2 


bei denen ebenfalls eine C-Doppelbindung zur Carbonylgruppe 





konjugiert steht. 
Der Vergleich von Testosteron und Testosteronpropionat, 
welche sich im Molekulargewicht wie 288 zu 344 verhalten, zeigt, 
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daB die Stufenhéhe des Testosteronpropionates bei gleicher Kon- 
zentration etwa 0,89 mal der Stufenhéhe des Testosterons betragt. 
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a) 1,1 mg b) 2,75 mg c) 5,5 mg 1,8 mg Desoxycorticosteronacetat 
Progesteron in 10 cem Lésung. Empf. ?/;; in 10cem Lésung. Empf. !/;, 


Fig. 3 Fig. 4 













































































1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 1,2 1,4 16 1,8 2,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 1,2 14 1,6 1,8 20 V. 


a) 1,6 mg b) 5,0 mg c) 5,0 mg d) 9ccm Alkohol 
Androsteron Dehydro- Dehydroandro- + 1cem n-LiCl- 
androsteron steronacetat Lésung 


in 10 ccm Lésung. Empf. ?/;,; 


Fig. 5 


Das Verhaltnis der beiden Molekulargewichte betragt 0,84. Die Héhe 
der Stufe ist hier also weitgehend dem Molekulargewicht propor- 
tional, d.h. die Welle ist innerhalb gewisser Grenzen eine dem 


konjugierten System zuzuschreibende Wirkung. Dies zeigt sich 
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auch bei den anderen untersuchten Verbindungen, so daB die 
Verbindung mit dem gréBten Molekulargewicht bei gleicher Kon- 
zentration die kleinste Stufenhéhe besitzt und umgekehrt (vel, 
Fig. 6). Feinere Abweichungen von dieser Proportionalitit sind 
jedoch vorhanden. 
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Der polarographische Nachweis der Ketogruppen mit kon- 
jugierter Bindung kénnte infolge dieser Eigenschaft auch zu 
Molekulargewichts-Bestimmungen und Konstitutionsermittlungen 
herangezogen werden. In dieser Arbeit stehen indessen zuniichst 
rein analytische Probleme in Frage, auf die spiter eingegangen 
wird. Vorher soll jedoch noch einiges iiber die Abhiangigkeit der 
Stufen vom Lésungsmittel mitgeteilt werden. 

Der obige Ansatz mit 90°/,igem Alkohol wurde deswegen 
gewihlt, weil die Léslichkeiten der betreffenden Ketone in Wasser 
sehr gering sind. Die Léslichkeiten in 10°/,igem Alkohol sind 
jedoch noch groB genug, um einen KinfluB des Lésungsmittels 
auf den polarographischen Effekt zu untersuchen. Es wurden 
daher noch Ansiitze in 10 vol.-°/,igem Alkohol in folgender Weise 
durchgefihrt: 


1cem der Lésung von 1 mg der betreffenden Substanz in absolutem 
Alkohol wurde mit 1 ccm 1n-wi8riger Lithiumchloridlésung und 8 ccm 
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Wasser versetzt. Nach dem Stickstoffdurchleiten wurde wie bisher mit der 
Empfindlichkeit */,, polarographiert. Das Ergebnis zeigt Fig. 7. Man er- 
sieht hieraus, wenn man diese Figur mit den entsprechenden vorhergehenden 
vergleicht, folgendes : 

Bei Testosteron kommt beim Wechsel des Lésungsmittels 
keine wesentliche Anderung der polarographischen Stufe zustande 
(vgl. Fig. 7c, d). Dagegen tritt bei Progesteron beim Ubergang 
zu 10°/,igem Alkohol eine zweite Stufe auf (vgl. Fig. 7a, b), die 
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12 14 16 18 2,0 2,2 1,2 14 1,6 18 2,0 12 14 1,6 18 2,0 2.2 12 14 16 1,8 2,0 22 V. 


a) 1 mg Proge- b) 1mgProge- ec) 1 mg Testo- d) 1 mg Testo- 
steronin10ecem steronin10ccm_ steron in 10 cem steron in 10 eem 
10 vol.-°/, igem 90 vol. -°/,igem 10 vol.-*/, igem 90 vol. -°/,igem 
Alkohol Alkohol Alkohol Alkohol 
Empf. */, 

Fig. 7 


der ersten vorgelagert ist. Es erscheint uns an Hand des bis- 
herigen Materials verfriiht, diese zweite Stufe schon einem be- 
stimmten Molekiilteil zuzuordnen. Mit der weiteren Priifung dieses 
Lisungsmitteleinflusses bei Progesteron und iihnlichen Verbindungen 
sind wir beschiaftigt. 


Als Grundlage fiir die analytische Verwertung wihlten wir 
die Ansitze in 90°/,igem Alkohol, unter villiger AuBerachtlassung 
obiger Lésungsmitteleffekte. Es war also darauf zu achten, daB 
die Konzentration der Alkohol—Wasser-Mischung stets die gleiche 
war. Der Ansatz mit 90°/,igem Alkohol vermeidet auBerdem die 
Schwierigkeiten, die in den Léslichkeitsverhiltnissen bei stiirkeren 
Verdiinnungen auftreten, wenn héher konzentrierte Lisungen her- 
gestellt werden. 
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Handelt es sich um die Analyse von Handelspriparaten, welche 
die oben erw&hnten oder dhnliche Ketone enthalten, so miissen 
zwei Fille unterschieden werden: 


1. Die betreffende Substanz ist in der GréBenordnung yor 
wenigstens 100 mg-°/, anwesend; dann wird es meistens mieglicl, 
sein, das betreffende Keton nach Aufnahme in 90°/,igem Alkohol 
direkt zu polarographieren. 

Liegt z. B. eine élige Lésung vor, so wird folgendermaBen verfahren: 
Man verdiinnt das Ol mit etwa der 5 fachen Menge Ligroin und scbiittelt 
hierauf mit gréBeren Mengen 80 gew.-°/,igem Alkohol aus. Diese alkoho 
lische Lésung wird dann mit Kaliumcarbonat getrocknet und wieder auf 
das urspriingliche Volumen des Oles eingedampft. Nun wird der oben bei 
der Untersuchung der reinen Substanz beschriebene Ansatz von 9 ccm der 
erhaltenen alkoholischen Lésung mit 1 cem 1 n-Lithiumcehloridlisung her- 
gestellt und polarographiert. 

Die Vorteile der polarographischen Methode gegeniiber der 
colorimetrischen Methoden, welche schon auseinandergesetzt wurden 
(S. 86), kommen besonders hier zur Geltung. 

2. Handelt es sich um Organextrakte, welche 10 mg-°, 
des Ketons und weniger enthalten, so ist eine polarographische 
Analyse ohne Anreicherung nicht méglich. Denn aus Fig. 6 ist 
ersichtlich, daB unter dieser Menge ein polarographischer Nach- 
weis des betreffenden Ketons mit Sicherheit nicht gefiihrt werden 
kann. Zur Anreicherung bestehen verschiedene Méglichkeiten. Wir 
fanden nach einer Reihe von Versuchen, als besonders fiir diesen 
Zweck geeignet, die Anreicherung mit Girards Reagens T’’). Ks 
wurde bei der Untersuchung eines alkoholischen Hodenextraktes, 
welcher nach dem Tierversuch etwa héchstens 2 mg-°/, Testosteron 
enthalten konnte, folgendermaBen verfahren: 


178 cem alkoholischer Hodenextrakt wurden mit Kaliumcarbonat 
getrocknet und im Vakuum auf 40 cem eingedampft. Diese wurden nach 
der Vorschrift von Girard und Sandulesco (a.a. QO.) mit 3,5 cem Eisessig 
und 2,5 g Reagens T versetzt und 1 Stunde am Riickflu8 gekocht. Nacli 
dem Erkalten wurde das Ganze in eine Mischung von 150 g Eis und 40 ¢ 
Eiswasser gegeben und mit soviel n-Natronlauge versetzt, bis Bromthymol 
blau gerade noch nicht geblaut wurde. Hierauf wurde noch so viel Wasse! 
zugegeben, bis die Alkoholkonzentration gerade 10°/, betrug. Nun wurde das 
Ganze ohne Filtration mit etwa 350 com Ather in Anteilen von 50 ccm 
ausgeschiittelt. Nach dieser erschépfenden Extraktion wurde die alkohol: 
wiiBrige Fliissigkeit dann mit 10°/, igem Alkohol zu 500 cem aufgefiillt 
und mit 135 ecm 3,5 n-Schwefelsiure versetzt,so da8 die Endkonzentration 
der Schwefelsiiure 0,75 n war. Nach 1 stiindigem Stehen bei Raumtemperatu! 
wurde hierauf 5mal mit 50 cem Ather ausgezogen und die vereinigten 
Ausziige nach Filtration mit Kaliumcarbonat getrocknet. Nach Eindampfe! 
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dieses Atherauszuges im Vakuum wurde der Riickstand mit 5 ecm Alkohol 
aufgenommen. Mit dieser Lésung, welche gegeniiber der Urlésung das 
gesuchte Keton in etwa 40 facher Anreicherung enthalten mu8, wurde nun- 
mehr eine polarographische Bestimmung durchgefiihrt. 


Bei dem Versuch, die an reinem Testosteron entwickelte 
Methodik der Aufnahme des Polarogramms in 90°/, igem Alkohol 
auf die Extrakte zu tibertragen, stieBen wir jedoch auf Schwierig- 
keiten, da nach Vorversuchen Abscheidungen auftreten konnten, 
welche gegebenenfalls wirksame Substanz mit niederrissen. Um diese 
Schwierigkeiten zu umgehen, entschlossen wir uns, in diesem Fall 
die Polarogramme in absolutem Alkohol aufzunehmen. Hierbei 
wurde folgendermafen verfahren: Es wurden auf 5 ccm der zu 
polarographierenden Untersuchungslisung in absolutem Alkohol 
21,3 mg festen Lithiumchlorids hinzugeben und das Ganze der 
polarographischen Analyse unterzogen. 
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a) Hodenextrakt, b) 1,55 mg 
Ketofraktion Testosteron 
erhalten mit in 5 ccm 

Girards Reagens absolutem 

in abs. Alkohol Alkohol 
gelést (etwa 
40 fach an- 


gereichert) 
Empf. 3/53, 


Fig. 8 


Das unter diesen Bedingungen erhaltene Ergebnis bei dem 
etwa 40 fach angereicherten Hodenextrakt zeigt Fig. 8. Wie 
ersichtlich ist, tritt an der erwarteten Stelle eine ausgeprigte 
Stufe hervor. Da die in Fig. 1 und 6 mitgeteilte Eichung sich 
auf 90°/, igen Alkohol bezieht, so muBte die Eichung mit absolutem 
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Alkohol mit reinem Testosteron nochmals wiederholt werden. Je, 
Ansatz war dabei der gleiche wie oben beschrieben. Es wurdey 
auf 5 ccm alkoholische Testosteronlésung 21,3 mg Lithiumchlorj( 
zugegeben. Es geniigt hierzu jedoch, da8 erfahrungsgemiB zwischey 
Konzentration und Héhe der polarographischen Stufe bei diese; 
Verbindungen Proportionalitit herrscht, die Aufnahme eine; 
einzigen Polarogramms fiir eine Konzentration von Testosteroy 
in absolutem Alkohol. Wenn, wie Fig.8 zeigt, in dem untersuchten 
etwa 40 fach angereicherten Hodenextrakt die polarographische 
Stufe durch die Begleitstoffe auch etwas eingeebnet ist, so gestattet 
sie doch eine geniigend genaue Auswertung mit Hilfe der iiblichen 
polarographischen Ausmessung. Aus den beiden Stufenhéhen der 
Untersuchungslésung und des reinen Testosterons (vgl. Fig. 8; 
und b) ergibt sich somit der Gehalt an Testosteron in der Unter. 
suchungslésung zu: 

x: 1,55 mg = 3,2 em Hoéhe:2,2 em Hohe und hieraus 

x = 2,26 mg Testosteron in 5cem Lésung, entsprechend 45,2 mg-°/, Testosteron, 

Der Gehalt des urspriinglichen Hodenextraktes, der ja etwa 
40 fach verdiinnt ist, wiirde demnach 1,27 mg-°/,, berechnet als 
Testosteron, betragen. 

Streng genommen ist aus dem polarographischen Ergebnis 
natiirlich nur der SchluB gestattet, daB Ketone mit konjugierten 
System in der der Stufenhéhe entsprechenden molaren Menge vor- 
handen sind (vgl. Fig. 6). Es ist: selbstverstaindlich damit nicht ent- 
schieden, daB diese Ketonfraktion ausschlieBlich aus Testosteron oder 
aus seinen Estern besteht. Jedoch gestattet der Vergleich mit dew 
Tierversuch Schliisse, die die Identitit der Verbindung mit den 
konjugierten Doppelbindungen sehr weitgehend sichern. Zweck- 
maBig berechnet man dabei am besten auf Testosteron mit dem 
Vorbehalt, daB auBer Testosteron auch Ester von dieser Verbindung 
vorliegen kénnen, da ja die polarographische Reduktion, die an 
der konjugierten Ketogruppe angreift, nicht zwischen freiem T'esto- 
steron und dessen Estern zu unterscheiden gestattet. 

Die untersuchte Lésung enthielt nach Mitteilung unseres 
pharmakologischen Laboratoriums im Kubikzentimeter 0,66 Hahnen- 
einheiten (Fehlergrenze etwa + 15°/,). Der von uns polarographisch 
gefundene Wert von 1,27 mg-°/,, berechnet als Testosteron, wiirde 
zu 84 Hahneneinheiten in 100 ccm fiihren, ein Wert, der mit obige? 
physiologischer Auswertung, welche noch 76 Hahneneinheiten zuliibt, 
fast zusammenfillt. Sollte der geringe polarographisch gefundene 
Uberwert doch gréBenordnungsmiBig reell sein, so wiirden die 
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der Differenz von 84—66 MHahneneinheiten = 18 Hahnen- 
einheiten entsprechenden aus der Polarographie berechneten 
0,27 mg-°/, Testosteron einem anderen Keton mit konjugierten 
Bindungen zukommen. Dies kénnte z.B. Androstendion sein. Zu 
den Hahneneinheiten wiirde dies Diketon, welches in der Wirksam- 
keit etwa dem Androsteron entspricht, tatsiichlich keinen wesent- 
lichen Beitrag mehr leisten (etwa 3 Hahneneinheiten). Unbeschadet 
dieser Méglichkeit, ergibt sich aus obigem Vergleich zwischen 
dem polarographischen Ergebnis und dem physiologischen Versuch, 
da die physiologische Wirkung im Hahnenkammtest im wesent- 
lichen durch Testosteron oder dessen Ester abgedeckt wird, und 
dai dieses also polarographisch in solchen Mischungen mit ge- 
niigender Genauigkeit bestimmt werden kann. 
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Zur weiteren Ergiinzung dieses polarographisch gefundenen 
Krgebnisses wurde noch eine spektrographische Bestimmung der 
Ketone mit konjugierter Doppelbindung versucht. Diese Bestimmung 
machte Schwierigkeiten, da trotz vorgenommener Reinigung immer 
noch Begleitstoffe vorhanden waren. Wie jedoch das Absorptions- 
Spektrum (Fig. 9) zeigt, laBt sich mit der Lichtabsorption ein 
oberer Grenzwert bestimmen, wenn man die Lichtabsorption bei 
4= 240 mu den konjugierten Ketonen zuschreibt. Ey. bedeutet 


dabei die Lichtabsorption E = lg - fiir 1 cm Schicht des etwa 


40 fach angereicherten Extraktes. Der Extinktionskoeffizient von 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 7 
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reinem Testosteron Higsijicem ist 52 bei 240mu. Man ermittelt 
so als Héchstwert etwa 2,36 mg-°/, Testosteron, entsprechend 
héchstens 156 Hahneneinheiten. Der wahrscheinliche Wert ermittel| 
sich unter Beachtung der erwaihnten Verunreinigungen zu 1,49 mg-°) 
entsprechend 99 Hahneneinheiten”). | 


Innerhalb der Fehlergrenzen ergibt sich also auch hier Uber- 
einstimmung mit der Polarographie und dem Hahnenkammtest. 
Ks wurde nun im vorliegenden Fall auch die Auswertung der 
Ketonfraktion mit Zimmermanns Reagens versucht. Die 
Bestimmung mit Zimmermanns Reagens ergab 2,51 mg-°) 
Testosteron, wenn mit den von Zimmermann fir reines Testo- 
steron angegebenen Konstanten gerechnet wurde**), entsprechend 
165 Hahneneinheiten. Hierzu kommen noch 18 Hahneneinheiten 
aus 1,79 mg Androsteron. Dies kann teilweise seine Ursache darin 
haben, daB das colorimetrische Verfahren von Zimmermann 
als Differenzverfahren bei so kleinen Mengen an Testosteron mit 
gréBeren Fehlern behaftet ist, es kommt aber noch folgendes 
hinzu: Die Auswertung auf ‘Testosteron und Androsteron in 
solchen Extrakten ist eine zu starke Vereinfachung, da eine Reile 
in solchen Extrakten méglicher Ketoverbindungen ahnliche Far)- 
reaktionen geben. Immerhin hilt sich auch die Menge des nach 
der colorimetrischen Auswertung berechneten Testosterons in der 
gleichen GréBenordnung, wie bei den drei iibrigen Methoden 





*) Der wahrscheinliche Wert wurde so gefunden: Kurve a stellt die 
Lichtabsorption des etwa 40fach angereicherten Extrakts nach Ausfiihrung 
der Trennung mit Girards Reagens dar. Da Testosteron eine sehr steile 
Bande zeigt, welche bei 275 mu bereits zu vernachlissigen ist, so wurde der 
Extinktionswert fiir 275 mp als durch Verunreinigung bedingt angesehen 
und Gerade b nach den kurzen Wellen hin durch diesen Punkt verlingeit. 
Fiir 240 my wird der dann aus b sich ergebende Extinktionswert als den 
Verunreinigungen zukommend, von der Gesamtextinktion abgezogen, dic 
Differenz kommt dann dem Keton mit konjugierter Bindung zu. Auf Testo- 
steron berechnet ergibt sich so ein Wert von 1,49 mg-°/,. Im Hinblick aut 
dieses rohe Auswertungsverfahren ist die Ubereinstimmung mit dem polaro- 
graphischen Versuch zufriedenstellend. Gerade diese Auswertung zeigt die 
Uberlegenheit der polarographischen Methode in diesem Fall, bei der solche 
Annahmen iiber den EinfluB von Verunreinigungen nicht nétig sind. 

**) Bei unserer Nachpriifung der Extinktion der Reaktionsmischung 
mit reinem Testosteron, erhielten wir etwas andere Extinktionskoeffizienten, 
woraus sich etwas héhere Testosteronwerte ergeben wiirden. Dies spielt 
jedoch fiir die Diskussion des vorliegenden Falles keine Rolle, da_ hier 
lediglich entscheidend ist, daB colorimetrisch nach Zimmermann Cid 
héherer Testosteronwert gefunden wird als polarographisch. 
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(Hahnenkammtest, Polarographie, Spektrographie). Die folgende 
Tabelle gibt hierzu nochmals eine Ubersicht: 


Physiologisch gefundener Wirkungswert 0,66 HE/cem + 15°/, 
entsprechend. . . . 66 HE/100ccm + 15°, 
entsprechend. . . . 1mg-°/, Testosteron 


Analytisch gefunden in der mit Girards Reagens T abgetrennten 
Ketofraktion, berechnet auf den Ausgangsextrakt. 








| mg -9/, | HE in 100 cem | 








Polarographisch 
berechnet als Testosteron. .... . 1,27 84 
Colorimetrisch nach Zimmermann. 


berechnet als Testosteron . ay 2,51 165\ 509 
berechnet als Androsteron . . a 1,79 * 18 
Spektrographisch 
berechnet als Testosteron 
Se ee ae eee 2,36 156 
wahrscheinlich . .... .. 1,49 99 








Fiir den Nachweis des Testosterons und eine Auswertung 
die dem Hahnenkammtest mdglichst entspricht, halten wir die 
polarographische Methode somit in obigem Beispiel unter den bis- 
her versuchten analytischen Methoden fiir die geeignetste und 
sicherste. Dieser Befund li8t sich noch dahin verallgemeinern, 
dai die Polarographie, wenn es sich um den Nachweis kleiner 
Mengen solcher Ketone mit konjugiertem System handelt, sowohl 
der colorimetrischen als auch der spektralanalytischen Methode 
iiberlegen ist. 

Zusammenfassung 


Ks wird der polarographische Nachweis von Ketonen der 
Sterinreihe, welche zur Ketogruppe eine Kohlenstoff- Doppelbindung 
in Konjugation besitzen, ausgearbeitet. Dieser Nachweis ist 
geeignet, solche Ketone von gesiittigten Ketonen zu unterscheiden, 
und hat, besonders wenn es sich um den Nachweis kleiner Mengen 
dieser Stoffe handelt, Vorteile gegeniiber colorimetrischen und 
spektralanalytischen Bestimmungen. 
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Die Adrenalinoxydation durch Bernsteinsiure 
und ihre Hemmung durch Cocain und durch Spartein 
Von 
Theodor Wense 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Universitat 
zu Innsbruck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1939) 


Marquardt?) berichtet in mehreren, kiirzlich erschienenen 
Mitteilungen aus dem Laboratorium der Byk-Gulden-Werke, da 
Bernsteinsiure Adrenalin zu inaktivieren vermag; er schlieft dies 
aus der fast sofort eintretenden roten Verfarbung der Adrenalin- 
lésungen, denen Bernsteinsiure zugesetzt wurde. Da die Rot- 
farbung der Proben nicht als ein sicheres MaB fiir die Oxydation 
und Inaktivierung des Adrenalins gelten kann, diirfte eine Aus- 
wertung der Lésungen an geeigneten biologischen Testobjekten 
noch notwendig sein. Die chemisch der Bernsteinsiiure nahe- 
stehende Maleinsiure sowie die Fumarsiure vermégen ebenfalls 
diese Wirkung auszuiiben, hingegen werden dem Adrenalin che- 
misch verwandte Stoffe wie Oxyphenylithylamin (Tyramin), Pheny]- 
methylaminopropan (Pervitin), Phenylmethylaminomethylithanol 
(Ephedrin) und Phenylisopropylamin (Benzedrin) von diesen Siiuren 
nicht in derart sichtbarer Weise angegriffen wie das Methylamino- 
ithanolbrenzcatechin. Der Genannte zieht nun zur Erklarung 
dieses chemischen Vorganges die von Toscano Rico und Mala- 
faya Baptista”) angegebene Adrenalininaktivierung durch Acet- 
aldehyd heran, die von uns‘) als eine Oxydation des Adrenalins 
erkannt worden war. Marquardt vermutet, daB méglicherweise 
einem aus der Bernsteinsiure entstehenden Acetaldehyd die In- 


aktivierungswirkung zuzuschreiben sei, da die Bernsteinsaure selber 


wohl nicht fiir die Adrenalinzerstérung verantwortlich gemacht 
werden kénne, jedoch die Bildung von Acetaldehyd aus dieser 
Siure wiederholt beobachtet worden ist. Der Weg iiber die Berr- 
steinsiure zum Aldehyd iiber die Fumarsiure sei wohl ein regel- 
maBiger Abbauverlauf im Organismus. Vielleicht handelt es sich 
bei dieser Art der Adrenalinzerstérung um den noch immer un- 
klaren Vorgang der physiologischen Inaktivierung, da Bayer’ 

















n 


enen 

dab 
dies 
alin- 
Rot- 
ution 
Aus- 
ten 
ahe- 
falls 
che- 
anyl- 
anol 
uren 
11N0- 
rung 
ala- 
i cet- 
alins 
yelse 
In- 
lber 
acht 
leser 
ern- 


gel 


sich 
un- 
er! 














Die Adrenalinoxydation durch Bernsteinsiure usw. 101 


die Méglichkeit des physiologischen Adrenalinabbaus durch Acet- 
aldehyd aufgezeigt hat. Den Kinwanden, die Bacq') gegen diese 
Annahme geltend gemacht hat, sind neuerdings von Malafaya 
Baptista®) eine ganze Reihe von Tatsachen entgegengehalten 
worden. 

Die genannte Inaktivierung des Adrenalins haben wir, wie bereits 
erwibnt, auf einen Oxydationsvorgang zuriickgefiihrt und vermutet, 
daB es sich méglicherweise um die Wirkung eines im Aldehyd 
entstehenden, intermediaéren Peroxydes handeln kénnte. In einer 
spiteren Veréffentlichung haben wir’) dann mitgeteilt, daB durch 
die Luminolprobe das tatsichliche Vorhandensein von Peroxyd 
im Acetaldehyd nachzuweisen ist und gezeigt, daB in ganz frisch 
hereiteten Aldehydverdiinnungen mit dieser Probe kein Peroxyd 
festzustellen war, das aber in abgestandenen Acetaldehydlésungen 
in mit der Zeit steigendem Mafe enthalten ist. Nach einigen 
Wochen verringert sich die Menge des Acet-Peroxydes wieder 
unter zunehmender Aciditét der Lésungen, entsprechend des 
Uberganges des Aldehyds zur Essigsiure. Hand in Hand mit 
dem Gehalt des Acétaldehyds an Peroxyd geht, wie Versuche 
an iiberlebenden Froschherzen zeigten, das Vermégen des Al- 
dehyds Adrenalin zu inaktivieren. 

Wenn nun die Vermutung Marquardts, dab die Zerstérung 
des Adrenalins durch Bernsteinsiure auf ihren Gehalt an Acet- 
aldehyd beruht, richtig ist, so muBte sich nach unseren eben dar- 
gelegten Ergebnissen auch Peroxyd in den Bernsteinsiurelésungen 
nachweisen lassen. Dem Peroxyd wiirde dann héchstwahrscheinlich 
die eigentliche Rolle bei der Zerstérung des Adrenalins zufallen. 
In der Tat konnten wir durch Zusatz von etwa 1 ccm 3-Amido- 
phthalhydrazid ,,Fraenkel-Landau“ 1:1000 gelést in 1°/, Natrium- 
carbonat mit einer Spur Himin ,Merck“ zu ungefahr 10 ccm 
Bernsteinsiure 1:100 und Fumarsiure 1:1000 (Luminolprobe) 
ein deutliches Aufleuchten erzielen, zum Beweis, da8 wirklich 
Peroxyd in diesen Sdureverdiinnungen enthalten ist. Ein mehr- 
stiindiges Stehen der Siuren in der Sonne ergab keinen Unter- 
schied des Leuchtens zu solchen Proben, die bloB im zerstreuten 
Tageslicht gestanden hatten; dies sei mit Riicksicht darauf er- 
wihnt, daB Neuberg®’) die Entstehung von Acetaldehyd aus 
Bernsteinsiure bei Belichtung festgestellt hatte. 

Bei den Untersuchungen iiber die Inaktivierung des Adrenalins 
durch Acetaldehyd hatten wir) gefunden, daB diese Oxydation 
durch Cocain stark gehemmt wird. Da das Cocain bekanntlich 
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die Wirkungen des Adrenalins auf den Organismus in erheblichey, 
Ma8e verstarkt, hatte uns dies veranlaBt, auf die méglichen Be. 
ziehungen zwischen Verstirkung und Verlingerung der Adrenalip. 
wirkung einerseits und Oxydationsschutz des Adrenalins anderer. 
seits hinzuweisen. Wir versuchten nun, ob das Cocain auch die 
Inaktivierung des Adrenalins durch Bernsteinsiure und dure} 
Fumarsaure zu beeinflussen imstande ist und fanden eine starke 
Hemmung der Adrenalinzerstérung: wihrend das Cocain die 
Autoxydation des Adrenalins nur in ganz geringem Ausmafe 
beeintrachtigt, verzégert es den durch Bernsteinsdure und Fumar. 
siure induzierten und ohne Cocainzusatz stark beschleunigten 
oxydativen Abbau in eindrucksvoller Weise (vgl. Figur). 
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Férderung der Adrenalinoxydation durch Bernsteinsiure, Hemmung 
der Adrenalinoxydation durch Cocain und durch Bernsteinsiure und Cocain. 
Dargestellt ist der jeweilige Rétungsunterschied in reziproken Colorimeter 
graden der Proben im Vergleich zur Rétung einer Kontroll-Adrenalinprob, 
deren ebenfalls mit der Zeit zunehmende Rétung aber nicht durch eive 
Kurve ausgedriickt wurde, sondern die willkiirlich mit stets 20 angenomme!, 
hier als Gerade dargestellt ist, auf die die anderen Werte bezogen sind. 

Adrenalin (Suprarenin ,,Bayer“) 1: 100000; Bernsteinsiiure 1 : 100000: 
Cocain 1:600 ('/9, mol). 

Die Proben durch Kolthoff-Puffertabletten auf py 7,8 gepuffert 
standen bei Tageslicht und Zimmertemperatur. Ablesung alle 2 Stunden 1” 
Duboscquschen Colorimeter. 
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Kine Verstérkung der Adrenalininaktivierung mit Bernstein- 
siure durch Ergotamin konnten wir nicht beobachten, trotzdem 
wir’) die Adrenalinoxydation mit Acetaldehyd durch Ergotamin 
stark beschleunigt sahen. 


Das Alkaloid des Besenginsters, das Spartein, vermag ebenfalls 
die Adrenalinwirkung besonders auf den Blutdruck zu verstiirken, 
wiewohl zuerst Mercier?) berichtet hat: das Spartein wird auch, 
vor allem in Frankreich, als Kreislaufmittel allein und zusammen 
mit Adrenalin viel verwendet. Neben den Untersuchungen der 
franzdsischen Schulen haben in letzter Zeit auch Graubner und 
Kraus?!) diese Adrenalinverstirkung untersucht und glauben, 
dab die Sparteinwirkung auf eine Beeinflusssung des Splanchnicus- 
systems zuriickzufiihren sei. Wir versuchten nun, ob das Spartein 
etwa auch eine Verlangsamung der Adrenalinoxydation hervor- 
zurufen vermag und fanden, daB es sowohl die Autoxydation 
des Adrenalins wie seine Inaktivierung durch Acetaldehyd, durch 
Bernsteinsiure und durch Fumarsiure in wesentlichem MaBe 
hemmt. Eine kurvenmiBige Darstellung dieses Vorganges auf 
Grund des Farbenvergleiches im Colorimeter war mit Spartein, 
das wir in &quimolekularen Mengen wie Cocain in diesen Ver- 
suchen verwendeten, nicht méglich, da die Oxydation in den 
Kontrollproben schon zu weit vorgeschritten war (gelbe Farbe), 
wihrend die Sparteinproben erst anfingen, sich rosa zu verfirben 
(vgl. Tabelle). 
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Férderung der Adrenalinoxydation durch Bernsteinsiiure, Hemmung 
der Adrenalinoxydation durch Spartein und durch Bernsteinsiure und 
Spartein. Adrenalin (Suprarenin ,,Bayer“) 1:100000; Bernsteinsiure 1:100000; 
Spartein (Pharmacie central du service de santé de l’armée, Frankreich, 
das wir dem Wiener Pharmakologischen Institut verdanken) 1: 860 ('/,,, mol). 


. Die Proben durch Kolthoff-Puffertabletten auf p,, 7,8 gepuffert, wurden 
im Brutschrank bei 35° mit Sauerstoff durchstrémt. Vergleich der Farben 
alle 2 Stunden mit freiem Auge (schematisiert). 
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Es sei dahingestellt, inwieweit dieser Oxydationsschutz der 
dem Adrenalin durch das Alkaloid zuteil wird, fiir die Wirkungs. 
verstirkung maBgeblich ist. 

Um in die Art des Eingreifens des Cocains sowohl wie des 
Sparteins in den Oxydationsvorgang einen Hinblick zu gewinnen, 
priften wir, ob diese Stoffe die Luminolprobe zu _beeinflussen 
imstande sind, d.h. ob etwa das Peroxyd in irgendeiner Weise 
beeintrichtigt wird. Wihrend das Cocain auch tatsicblich eine 
positive Luminolprobe verhindert, wird diese Reaktion durch das 
Spartein eher geférdert. — Wir wollen in einer spateren Arbeit 
auf den mutmaBlichen chemischen Vorgang bei der Adrenalio- 
aktivierung naiher eingehen. 


Zusammenfassung 


Bernsteinsiure- und Fumarsiurelésungen enthalten Peroxyd; 
darauf diirfte die Inaktivierung des Adrenalins durch diese 
Lésungen zuriickzufiihren sein. Cocain und Spartein, die beide 
die Adrenalinwirkung verstiirken, hemmen die Oxydation des 
Adrenalins durch die genannten Sauren, dies kénnte die Ursache 
der Verstirkungswirkung sein. 
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Xanthin als Pigmentbestandteil der Fliigel von Pieriden 


Von 


Robert Purrmann 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1939) 





Die beiden verbreitetsten Schmetterlingsfarbstoffe, das Leuko- 
pterin und das Xanthopterin, enthalten in der Molekel sehr wahr- 
scheinlich 3 Purinkerne’). Ein einfacher Purinkérper konnte da- 
gegen bisher aus den Pigmenten der Pieriden nicht erhalten 
werden. Die Angabe von Wigglesworth’), daB sich auf den 
Fliigeln der KohlweiBlinge Harnsiure finde, hat sich nicht be- 
stiitigen lassen *). 

Ks gelang nun, aus dem basischen Teil des Pteringemisches 
der siidamerikanischen Pieriden Catopsilia argante, C. rurina und 
C. statira Xanthin in betrachtlicher Menge zu isolieren. Es fand 
sich bei der iiblichen Aufarbeitung der Pterine als Begleiter des 
Guanopterins*) in den Mutterlaugen des #-Xanthopterin-bariums. 
Der Kindampfriickstand dieser bariumirei gemachten Mutterlaugen, 
das ,Rohguanopterin“, enthalt auch das Xanthin. Zur Trennung 
des Guanopterins vom Xanthin wurde bei groBen Xanthinmengen 
(C. argante) aus nicht ganz konzentrierter Schwefelsiure krystalli- 
siert, wobei das Guanopterin in der Mutterlauge des Xanthinsulfats 
bleibt. Bei kleineren Xanthinmengen (C. statira) wurde mit ver- 
diinnter Schwefelsiure getrennt; dabei bleibt das Xanthin in der 
Mutterlauge des Guanopterinsulfats. Das Xanthin wurde durch 
Analyse, durch Analyse des Sulfats, durch die Schmelzpunkte des 
Sulfats und des Perchlorats®) sowie durch die Mischschmelzpunkte 
dieser Salze mit den entsprechenden Salzen von Xanthin aus 
Harnsiure identifiziert. 

Aus den isolierten Xanthinmengen berechnen sich als Minimal- 
werte, daB 1 Falter von C. argante 0,2 mg, von C. rurina 0,1 mg und 
von C. statira 0,015 mg Xanthin auf den Fliigeln trigt. Das ist 
zwar erheblich weniger als Xanthopterin, in den beiden ersten 
Fillen aber mehr als Guanopterin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 
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C. Schépf, A. Kottler und R. Reichert haben vor kurzem 
die Isolierung von Allantoin aus den Pigmenten von C. argante 
und C. rurina beschrieben und dafiir eine siureamidartige Bindung 
an eine Substanz des basischen Teils des Pteringemischesangenommen, 
derart, daB das C-Atom 2 oder 7 des Allantoins mit einem N-Atom 
der Tragersubstanz alkalilabil verkniipft sei’). Nach der Isolierung 
des Xanthins besteht diese basische Fraktion nunmehr mengen- 
mibig zum allergré8ten Teil aus Xanthopterin, Guanopterin und 
Xanthin. Sollte Xanthin als Allantointraiger fungieren, wire die 
siureamidartige Bindung aber wohl zwischen einer sauren Stelle 
des Xanthins und der Amidogruppe des Allantoins anzunehmen. 


Versuchsteil 


Xanthin aus C. argante. 2,12 g ,,Rohguanopterin“ aus 69 ¢ 
Fliigeln von 3460 Faltern wurden mit 50 com 2n-H,SO, erhitzt 
und nach Erkalten abgesaugt. 

Die Mutterlauge ergab beim Abstumpfen 400 mg Substanz, 
aus denen mit 2 ccm 30°/,iger Uberchlorsiure 157 mg Xanthin- 
perchlorat erhalten wurden. 

Der Niederschlag wurde in 3,5 ccm konzentrierter H,SO, 
unter Zusatz von 1 ccm H,O warm geliést. Nach Erkalten wurde 
abgesaugt und mit Hisessig und Ather gewaschen. Ausbeute 1,08 ¢. 

Nach Umkrystallisation aus fast konzentrierter H,SO, schmolz die 
lufttrockene Substanz bei 242° (unter Zers.). Xanthinsulfat Schmelzp. 240°, 
Mischprobe Schmelzp. 240°. 


3,967 mg Subst. (lufttrocken): 3,301 mg CO,, 1,110 mg H,O. — 3,543 mg 
Subst.: 0,649 cem N, (22°, 710 mm). — 3,940 mg Subst.: 3,450 mg BaS0,. 
C,H,0O,.N,-H,O-H,SO, (268,3) 
Ber. C 22,4 H300 N209 #£§ 11,9 
Gf . 327 38,12 , 08 » 121. 
110 mg Sulfat wurden in 3 ccm 2 n-Ammoniak gelést und heif in 
12 eem heibe 1 n-Essigsiure getropft. Ausbeute 60 mg. 
8,909 mg Subst. (i. Hochv. bei 120° getr.): 5,680 mg CO,, 0,937 mg 
H,O. — 38,840 mg Subst.: 1,254 cem N, (19°, 711 mm). 
C,H,O,N, (152,1) Ber. C395 H 2,68 N 36,8 
Gef. ,, 39,6 ,, 2,68 ,, 85,7. 
100 mg Sulfat wurden in 1 ccm 30°/,iger Uberchlorsiure 
heif gelést. Beim Abkiihlen kommen 70 mg Krystalle vom Schmelz- 
punkt 263—265°. Xanthinperchlorat Schmelzp. 263—265°. Misch- 


probe ohne Depression. 
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zem Die Mutterlauge des Xanthinsulfats wurde mit Wasser auf 
ante 90 cem verdiinnt.. Nach einigen Tagen hatten sich 324 mg Rob- 
lung cuanopterinsulfat in derben Kristallen ausgeschieden. 

nen, § Xanthin aus C.rurina. 2,0¢ ,,Rohguanopterin“ aus 83 ¢ Fliigeln 
tom von 3700 Faltern ergaben wie bei C. argante beschrieben auf- 
‘ung cearbeitet, 300 mg Xanthinperchlorat und 390 mg Xanthinsulfat. 
pun- Nach Umkrystallisieren schmolz das Perchlorat bei 260—264° 
und Mischprobe Schmelzp. 260—264°. 


die 
elle 
nen. 


Xanthin aus C. statira. 2,0 g ,,Rohguanopterin“ aus 240 ¢g 
Fliigeln von 12000 Faltern wurden mit 50 ccm siedender 2 n-H,SO, 
iibergossen und kalt abgesaugt. 

Der Niederschlag gab bei der Umkrystallisation aus 2 n-H,SO, 
677 mg Guanopterinsulfat in farblosen Krystallen. 





90 F Die Mutterlauge ergab, wie bei C. argante aufgearbeitet, 
Litzt 310 mg Xanthinperchlorat. 
Schmelzpunkt nach Umkrystallisation 261—264°, Mischprobe 

any. 260—264°, 
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Kine colorimetrische Methode zur Bestimmung von Nicotinsaure 
und Nicotinséureamid in Nahrungsmitteln 
Von 
Hans Kringstad und Thomas Nexss 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus Hermetikkindustriens Laboratorium, Stavanger, Norwegen, 
Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1939) 


Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, daB Nicotin- 
siure und Nicotinsiureamid biologisch wichtige Substanzen sind. 

Durch die Arbeiten von Warburg, Christian und Griese’) 
Euler, Albers und Schlenk?) wurde festgestellt, daB Nicotin- 
siiureamid ein Bestandteil der Wasserstoft-iibertragenden Co-Fer- 
mente ist. 

Elvehjem, Madden, Strong und Woolley’) fanden, daf 
Nicotinsiure und Nicotinsiureamid das Schwarzwerden der Zunge 
(black tongue) bei Hunden, die auf einer Mangelkost lebten, heilen 
und verhindern konnten. 

Von Goldberger und seinen Mitarbeitern war friiher fest- 
gestellt worden, daB die menschliche Pellagra eine Mangelkrank- 
heit ist und, daB dieselbe Diiit, die bei Menschen Pellagra her- 
vorruft, bei Hunden das Schwarzwerden der Zunge verursaclit. 
Ks wurde auch gezeigt, daB8 Substanzen, wie Hefe und Leber, 
die Pellagra heilen, auch gegen die pellagraihnliche Erkrankung 
bei Hunden wirksam sind. 


Es lag daher nahe, die Wirkung des Nicotinsiiureamids auf 


die menschliche Pellagra zu priifen. 

Der erste Versuch wurde von Fouts, Helmer, Lep- 
kovsky und Jukes*) ausgefiihrt. Sie konnten durch Verab- 
reichung von 500—1000 mg Nicotinsiureamid tiglich in wenigen 
Tagen eine gute Heilung bei 4 Pellagrakranken erzielen. Spiiter 
ist durch wiederholte Versuche bestiitigt worden, daB sowoll 
Nicotinsiiureamid wie Nicotinsiiure antipellagrawirksame Stofie 
sind, sie gelten darum als Antipellagravitamine oder P—P-Faktoren. 
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Es ist nachgewiesen worden, daB auBer Hunden auch andere 
Tiere diesen Faktor benétigen. So konnten Chick und Mit- 
arbeiter®) zeigen, daB Schweine, die auf einer Kost lebten, die 
arm an dem Antipellagrafaktor war, zum Wachstumsstillstand 
und spiter zum Gewichtsverlust kamen. Die Tiere zeigten auch 
eine pellagraihnliche Hauterkrankung. Durch eine Zulage von 
60 mg Nicotinséure tiglich trat eine schnelle Heilung ein und 
die Tiere entwickelten sich normal. 

Von Harris*) wurde gefunden, dafi Affen, die auf eine 
modifizierte Goldberger-Diat (Pellagra-Diiit) gesetzt waren, eine 
pellagrathnliche Krankheit bekamen, die durch Zulage von 2,5 mg 
Nicotinsiure pro Kilogramm Kérpergewicht geheilt werden konnte. 

Die Wirkung des Nicotinsiureamids auf B-Mangelkrankheiten 
bei Ratten ist von mehreren Verfassern untersucht worden. Es 
wurde gezeigt, daB es auf die Rattendermatitis keinen Kinflub 
hatte. Versuche, die in unserem Institut gemacht worden sind, 
stellten fest, daB Nicotinsiure oder Amid auch nicht den s0- 
genannten Filtratfaktor ersetzen konnte’). Auf die Pelzverinde- 
rungen, die bei Mangel an gewissen B-Faktoren entstehen, war 
Nicotinsiureamid ebenfalls ohne Wirkung‘). Die Frage, ob diese 
Verbindungen fiir die Ratte iiberhaupt notwendig sind, ist noch 
nicht geklart. 

Frost und Elvehjem’®) glauben doch eine wachstumsfordernde 
Wirkung mit Nicotinsiure an Ratten beobachtet zu haben. 

Gyérgy?°) findet, daB sich bei Ratten auf einer Kost ohne 
Nicotinsiure (Amid) Panmyelophthisis entwickelt und, daB dies 
durch eine Zulage von 1 g Nicotinsiure pro 1000 g Futter voll- 
stiindig verhindert wird. 

Nicotinséureamid ist ferner ein Wachstumsfaktor fiir ver- 
schiedene Mikroorganismen " 1%), 


Quantitative Bestimmung der P—P-Faktoren 
a) Biologische Bestimmung 


Kine einfache biologische Bestimmungsmethode existiert noch 
nicht. Wie oben ausgefiihrt wurde, laBt sich die Bestimmung 
mit Hilfe von Ratten nicht ausfiihren. Elvehjem und Mit- 
arbeiter*) haben den Gehalt an Nicotinsiureamid in Leber von 
Warmbliitern durch Versuche an Hunden ermittelt. Sie fanden 
2D) mg pro 100 g frische Substanz. 

Kine andere biologische Methode beruht auf dem Wachstums- 
einfluB auf Mikroorganismen. 
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b) Chemische Bestimmungsmethoden 
In der letzten Zeit ist eine Reihe chemischer Bestimmungs- 


methoden verdffentlicht worden. Sie sind alle colorimetrischer 


Art, und griinden sich auf eine der zwei Farbreaktionen: 

I. Die Reaktion mit 2,4-Dinitrochlorbenzol nach Von- 
gerichte?®), 

II. Die Reaktion mit Bromcyan und aromatischen Aminen 
nach Kénig}4), 

Die Reaktion nach Vongerichte wurde von Karrer und Keller“) 
zur Bestimmung von Nicotinsiureamid benutzt. Die Verfasser haben den 
Gehalt an Nicotinsiureamid in einigen Nahrungsmitteln ermittelt. Ihre 
Werte sind aber sicher viel zu niedrig. So fanden sie in der Leber (Pferd) 
0,45 mg pro 100 g, wihrend von Elvehjem und Mitarbeitern*) 1,75 mg 
pro 100 g Leber isoliert wurde. Die Verfasser geben auch an, daB es 
sich um Mindestwerte handelt. 

Vilter, Spies und Mathews") haben ebenfalls diese Farbreaktion 
zur quantitativen Bestimmung von Nicotinsiureamid im Harn verwendet. 
Es ist interessant zu bemerken, da8 im Harn Pellagrakranker kein Nicotin- 
siureamid nachgewiesen werden konnte, wihrend bei Gesunden eine Menge 
von 30—50 mg pro Tag im Harn ausgeschieden wurde. 

Versuche, diese Methode auf Lebensmittel zu verwenden, blieben 
erfolglos. 


Die Kénigsche Reaktion ist friiher zur quantitativen Be- 
stimmungsmethode von Pyridin entwickelt worden, Kulikow, 
Krestowosdwigenskaja!), Strafford und Parry Jones”). 

Die Methode hat sich als sehr empfindlich und genau er- 
wiesen. Versuche, diese Farbreaktion zur quantitativen Be- 
stimmung vor Nicotinsiure und -Amid zu verwenden, sind von 
mehreren Forschern gemacht worden ?!®* *° 21, 2%), 

In einer vorlaufigen Mitteilung?*) haben wir tiber Versuche 
mit der Kénigschen Reaktion zur Bestimmung von Nicotinsaure 
und -Amid berichtet. Auf Grund dieser Versuche haben wir 
ein Verfahren ausgearbeitet zur quantitativen Bestimmung der 
Antipellagrafaktoren in Lebensmitteln und anderen Substanzen. 

Die Reaktion beruht bekanntlich darauf, daB der Pyridinring 
mittels Bromcyan gesprengt wird, und daB das Reaktionsprodukt 
durch Zusatz von aromatischen Aminen gefarbte Verbindungen 
bildet. | 

Die Farbe ist auBer von dem Prydinderivat auch vom zu- 
gesetzten, aromatischen Amin abhangig. 

Wir haben mit verschiedenen aromatischen Aminen Versuche 
angestellt. Als das best geeignete wurde Anilin in gesittigter 
wiBriger Lésung gefunden. 
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Farbstirke wurde bei p,,= 6,1 — 6,5 ge- 
funden. Nach beiden Seiten fallt sie stark 
ab, und in stark saurer oder alkalischer 
Lésung tritt gar keine Farbreaktion ein. 
Ks ist darum notwendig, die Reaktion 
bei einer festgelegten Wasserstoffionen- 
konzentration auszufiihren. Um dies zu 
erreichen, wurden 5 ccm eines Phosphat- 
puffers (17,60 KH, PO,+ 6,67 g Na, HPO, 
in 250 ml gelést) zu 20 ccm der Lésung 
hinzugefiigt, p,, = 6,3. 

Die maximale Farbstirke wird nicht 
sofort erreicht, sondern tritt nach dem 
Verlauf einer gewissen Zeit ein, um dann 
wieder abzunehmen. - Der Verlauf der 
Extinktion-Zeitkurve ist fiir jedes Pyridin- 
derivat verschieden. 


In Fig. 2 sind diese Reaktionskurven fiir Nicotinsiure und 
Nicotinsiureamid dargestellt. Wie aus der Fig. 2 hervorgeht, 
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Die Farbstirke erwies sich von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Lésung stark abhangig. In Fig. 1 ist die Extinktion 
fiir eine Lésung von Nicotinsiureamid bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen graphisch dargestellt. Der Héchstwert der 
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Abhangigkeit der Extinktion 
vom Py 












T T ‘ t T T 7 7T ‘ tT 


Tr , ¥ tT 
0 4 8 2 6G 20) & 
Fig. 2 


Reaktionskurven fiir Nicotinsdure (obere Kurve) und Nicotinséureamid (untere Kurve), 12 y/ml 


tritt das Maximum fiir die Siure nach etwa 6 Minuten ein, 
wihrend bei dem Amid das Maximum erst nach etwa 23 Minuten 
eintritt. Aus dem charakteristischen Reaktionsverlauf ist es még- 
lich, zwischen den verschiedenen Pyridinderivaten zu unterscheiden. 


+ 
28 








22 56 mn. 
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Die Farbstirke ist ferner von der zugesetzten Bromcyanmenge 
abhingig. Wir verwendeten eine gesittigte, wiBrige Liésung, die 
jeden Tag frisch hergestellt wurde. Das Bromcyan wurde nach 
der Vorschrift von Scholl*4) dargestellt. Da das Bromcyan auch 
in krystallisierter Form nicht lange haltbar ist, indem es nach 
und nach polymerisiert, mu8 es nach einer gewissen Zeit neu 
dargestellt werden. In ganz wasserfreier Form, tber CaCl, und 
metallisches Na destilliert, soll es, wenn es in zugeschmolzenen 
Ampullen aufbewahrt wird, jahrelang haltbar sein?5), 

Wir haben es mit ver- 








a | schiedenen Bromcyanmen- 
: gen versucht. Hs zeigte sich 

10 + dabei, daB bei steigendem 
me, Zusatz die Farbstiirke bis 
oa zu einem Hdéchstwert zu- 
as 4 nahm. Gleichzeitig aber 
: indert sich der Reaktions- 
a4 S ae ee ee verlauf: Das Maximum tritt 
: id siatiadias friiher ein, und die Farbe 


Abhangigkeit der Extinktion von der Brom- verblaBt sehr schnell, der 
cyanmenge, ae: a untere Kurve Unterschied zwischen dem 
Reaktionsverlauf von Siure 

und Amid ist auch nicht mehr so ausgesprochen. 

In Fig. 8 ist die Extinktion bei verschiedenen Bromcyan- 
zusaitzen fiir Nicotinsiure und -Amid dargestellt. Wie man sieht, 
ist das Optimum bei einem Zusatz von 1,6 ml zu 10 ml Reaktions- 
lésung erreicht. 

Wir haben es vorgezogen, mit einem Zusatz von 0,35 ml 
zu 10 ml Liésung zu arbeiten, weil man dann geraume Zeit hat, 
um eine genaue Messung vorzunehmen und der Unterschied 
zwischen Saiure und Amid mehr ausgepriagt wird. 


Ausfiihrung der Messung 

Zu 10 ccm der Lésung, 1—50 y/ml Nicotinséure(-Amid) ent- 
haltend, werden 4 Tropfen Anilinlésung zugesetzt, nach Durch 
mischen 0,35 ml Bromcyan-Lésung hinzugefiigt und wieder ge- 
mischt. Die Entwicklung der Farbe wird dann im Photometer 
verfolgt, bis das Maximum eintritt und die Farbe zu verblassen 
anfangt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration muS vor der Messung 
kontrolliert werden. 
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e Die Messung wurde mit dem Stufenphotometer ausgefiihrt. 
e Um das bestgeeignete Filter zu finden, wurden die Extinktions- 
h kurven von Siure und Amid spektrographisch aufgenommen. Aus 
h Fig. 4 geht hervor, daB das Absorptionsmaximum fiir Amid 
h 
; a 
' 700 4 
d 
n 600 
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n 300 
: | 
€,00- 
r : 
Goo T T T T T T T T ema T T T 
t tao etaeaanetuenanma 
p , Vig. 4 


Extinktionskurven. Obere Kurve Siéure, untere Kurve Amid, 69,3 y/ml 











O 2 .  « 8 2 Py 16 
a Nicotinsoure ( Amid) ae, 
af. 
Fig. 5 
Abhiingigkeit der Extinktion von der Konzentration. Obere Kurve Saure, untere Kurve Amid 


| bei 450 mp liegt, wihrend es fiir die Siure etwas nach kiirzeren 
Wellenlingen verschoben ist. Das bestgeeignete Filter ist dem- 
nach ,S 45“, Wir haben zuerst mit dem Filter ,,S 47“ gemessen, 
spiter mit ,,S 45“. 





114 Hans Kringstad und Thomas Ness, 


Fig. 5 zeigt die Extinktion fiir Siure und Amid in Ab- 
hangigkeit von der Konzentration, mit dem Filter ,S47* ge. 
messen. Die einzelnen Punkte liegen genau auf einer geraden 
Linie und das Lambert-Beersche Gesetz ist somit bei genauer 
Kinhaltung der oben erwihnten Bedingungen erfiillt. 


Stoérung der Reaktion durch andere Stoffe 


Wir haben den KinfluB verschiedener Stoffe auf die Farb- 
stirke untersucht. Es ergab sich, da8 Alkalichloride in gréBerer 
Konzentration eine Erhéhung der Farbstirke bei Nicotinsiure- 
amid bewirken. Kochsalz in einer Konzentration bis zu 3°/, hat 
jedoch kaum einen meBbaren Einflu’. Bei der Siure indert sich 
die Farbe nicht merkbar, selbst bei einer Konzentration von 16°), 
Kochsalz. 

Stirke, Zucker und Gelatine beeinfluBten die Reaktion nicht. 


Uberfiihrung des Amids in Saure 


Da man bei der Bestimmung der antipellagrawirksamen 
Stoffe in Nahrungsmitteln mit einer Mischung von Siure und 
Amid zu tun haben kann, ist es notwendig, das vorhandene Amid 
in die Saiure zu iiberfiithren. Dies lift sich durch Kochen mit 
Alkali oder Schwefelséure ausfiihren. Es wurde zuerst eine Reihe 
Versuche mit Lisungen des reinen Amids ausgefihrt. 2stiindiges 
Kochen mit 1°/,iger Schwefelsiure bewirkte keine Hydrolyse, 
mit 2,5°/,iger nur teilweise, mit 5°/, iger nicht vollstindig, mit 
10°/,iger vollstindige Hydrolyse. 

Mit Ba(OH),-8H,O wurde das Amid bei einem Zusatz von 
8—16g zu 100 ml. Lésung quantitativ in Saure ibergefiihrt. 
Nach der ,,Verseifung“ wird die Lésung mit Baryt oder Schwefel- 
siure neutralisiert (schwach sauer gegen Lackmus) und filtriert 
oder zentrifugiert, und das Bariumsulfat mit heiBem Wasser aus- 
gewaschen. 

Die Spezifitat der Reaktion 

Kine Reihe Pyridinderivate reagieren mit Bromcyan und 
aromatischen Aminen unter Bildung von gefarbten Verbindungen. 
Diese Fahigkeit ist aber sowohl von der Stellung des Sub- 
stituenten im Pyridinring als von dem Substituenten abhingig. 
Wahrend Nicotinsiure und -Amid noch bei einer Konzentration 
von 1 y pro ml eine deutliche Farbung geben, ist bei f-Picolin 
zum Beispiel die Reaktion sehr unempfindlich. a@ -substituierte 
Pyridinverbindungen scheinen diese Farbreaktion nicht zu geben. 
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Tabelle 1 
eatees Extinktion bei einer Konzentration 
von 380 y/ml 
Pyridin . .--- ee a en 11,1 
Nicotinsiure. . . 1... ee ees 2,6 
Nicotinsdureamid. ........ 1,7 
Wiss SK ee 1,7 
@Picolim ..+- +... + +e -es 0,3 
a-Amidopyridin ....-...-. 0,0 





Die Reaktion wurde auch an einigen anderen stickstoffhaltigen Ver- 
bindungen gepriift: 

Adenin, Betain, 1-Oxyprolin, Pepton, Nuclein, Asparagin, Piperidin, 
o-Oxychinolin, Harnséure, Harnstoff, 1-Tyrosin, Glutaminsiure, Glykokoll, 
]-Leucin, Histidin, d,l-Phenylalanin, d,l-Serin, Cystin, Tryptophan, VitaminB,, 
Vitamin B,*). 

Die Reaktion fiel bei allen diesen Stoffen negativ aus. 

Pyridinderivate mit 5 wertigem Ringstickstoffatom bilden mit 
Bromcyan und Anilin keine gefarbten Verbindungen, Cozymase 
und Dihydro-cozymase reagieren somit nicht [Euler und Mit- 
arbeiter*°)], Um daher das in dem Co-Enzym gebundene Nicotin- 
siureamid zu erfassen, muB es vorher abgespalten werden. Dies 
liBt sich leicht durch Kochen mit verdiinnter Siure erreichen. 

Trigonellin, das in vielen Naturprodukten vorkommt, reagiert 
ebenfalls nicht und wird auch nicht durch Kochen mit verdiinnter 
Siure oder mit 15°/,igem Baryt (bei der Uberfiihrung des Amids 
in Siure) in reaktionsfahige Form ibergefiihrt. 

Trigonellin ist, wie Woolley und Mitarbeiter durch Ver- 
suche mit Hunden gezeigt haben, unwirksam ”*), 


Darstellung der Extrakte 
Die zu untersuchende Substanz wird vollstindig homogenisiert. 
Kine abgewogene Probe wird mit der 2—3 fachen Menge Wasser 
auf dem Wasserbad 1 Stunde gekocht und dann abgenutscht. Die 
Extraktion wird 2 mal wiederholt. 
Zu den vereinigten Extrakten wird Schwefelsiure gesetzt, bis 
die Siurekonzentration etwa n/10 entspricht und auf dem Wasserbad 


*) Vitamin B, wurde nach der Methode von Lepkovsky aus Hefe 
dargestellt. Die Aktivitét wurde an Ratten gepriift. Kine 1malige Dosis 
von 100 ¥ geniigte, um die Dermatitis zu heilen. 

Nach einer privaten Mitteilung von Prof. Dr.R. Kuhn, Heidelberg, 
an den Direktor dieses Instituts, Dr.G. Lunde, hat er das Verhalten des 
Adermins (Vitamin B,) sowohl gegen 2,4-Dinitrochlorbenzol wie gegen 
Bromeyan in Gegenwart von Anilin gepriift. In keinem Fall wurde eine 
Farbreaktion erhalten. Zusatz wihrend der Korrektur: Vgl. Kuhn u. Léw, 
Ber. chem. Ges. 72, 1453 (1939). 
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2 Stunden bei 100° erhitzt. Dadurch wird das als Co-Enzym 
gebundene Nicotinsiureamid abgespalten. Die Schwefelsiiure wird 
mit Baryt neutralisiert und das ausgeschiedene Bariumsulfat ab. 
filtriert. Der Extrakt wird dann auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. Der Gehalt an Nicotinsiiureamid sollte wenigstens 2 , 
pro ml betragen (Kiivette 1 cm), weil sonst die Ablesung in 
Stufenphotometer zu ungenau wird. 

Zur Bestimmung des Nicotinsiureamids werden 20 ml von 
dem Extrakt herausgenommen, in einen 25 ml-MeBkolben gebracht 
und mit Phosphatpuffer zur Marke aufgefiillt. (Wenn beim Zusatz 
des Phosphatpuffers eine Fallung von Phosphaten stattfindet, 
muff vor der Messung filtriert werden.) Die Messung wird wie 
oben beschrieben durchgefiihrt, indem man gegen eine Kiivette 
mit dem Extrakt ohne Zusatz von Bromcyan und Anilin mibft. 


Bestimmung als Nicotinsaéure 


Kin anderer Teil des Extraktes wird mit 15g Barium. 
hydroxyd pro 100 ml auf dem Wasserbad 2 Stunden gekocht. 
Dadurch wird das Amid quantitativ in die Saure iibergefiihrt. 
Man neutralisiert genau mit Schwefelsiure und zentrifugiert. Das 
ausgeschiedene Bariumsulfat wird 3 mal mit 25 ml heiBem Wasser 
gewaschen und die Lésung in einem MeBkolben auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht. Die weitere Behandlung und die Messung 
geschieht dann wie bei der Bestimmung als Amid beschrieben. 


Besprechung der Ergebnisse 


Tab. 2 zeigt die Ergebnisse einiger Bestimmungen in Sub- 
stanzen, denen bekannte Mengen von Nicotinsiéure und -Amil 
zugesetzt waren. Die gefundenen Werte stimmen mit den be- 
rechneten befriedigend itiberein. 

Tab. 3 enthalt die Resultate der Bestimmungen von Nicotin- 
siiure(Amid) in einigen Nahrungsmitteln. Die Bestimmung wurde 
sowohl als Amid wie — nach Hydrolyse mit Baryt — als Siure 
ausgefiihrt. 

Die gefundenen Werte laufen mit der von Goldberger und 
Mitarbeitern ermittelten biologischen Wirksamkeit parallel. 

Sehr reiche Quellen sind Hefe und Leber von Warmbliitern. 
Dorschfleisch enthilt sehr wenig von dem Antipellagravitamin, 
Heringsfleisch etwas mehr. Lachs ist dagegen eine gute Quelle. 

Bemerkenswert ist, daB Dorschleber und Dorschrogen auch 
nur wenig von diesem Vitamin enthaltea. 
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Tabelle 2 
ms i) ee: ee) ee 
oe jefe e%le%] 
a S a i 
Menge]. ‘a &| @~ [Ss] 3" | aS Uberfithrung des 
Substanz @S"|S8N |S 88/265). 2) Amids in Sdure 
in g 2 8 A= 3 Zz 8 = : 3 $< paeaek 
A |49lA sI45/45 
ao a wn a en 
0/ jo S ‘ = 
Brauereihefe 3,30] 1,45 | 1,12] 1,16 | 3,80 | 3,73 | 15 "/,ige oe 
ei 2,57} 1,18 | 1,12] 1,12 | 3,10 | 3,37 
Baryt [15 °/, 
Heringsfleisch | 10 | 0,29 0,600 | 0,91 | 0,89 Ba(OH), 8,0] 
Dorsehrogen |100 | 1,44 ] 1,12] 1,12 | 3,84 | 8,68 








Gehalt einiger Nahrungsmittel an P-P-Faktor 











Tabelle 3 


















Substanz 


Ochsenfleiseh 
Schweinefleisch — 
Ochsenleber I, frisch . 
” II, ” 
io Ill, _ ,, 
Ochsenlebermehl . 


Dorsch, Fleisch ‘ 
»  konserv. 


i konserv. 

a Leber . 
Fischlebermehl . 
Lachs, konserv. 
Hering, Fleisch 
Kartofteln . 
Weizenkleie . ‘ 
Roggen, Vollkornmehl 
Weizenkeime 
Mais 


Konzentrat aus Reisschalen 


Brauereihefe, trocken I. 
”? ” Il . 
‘a feucht*) 

> v0 

Bickerhefe **) 





*) Wassergehalt 86,7 °/,. 


Als Nicotin- 
siiureamid 
bestimmt 
mg/100 g 


4,9 





11,1 


Als Nicotin- 
siure 
bestimmt 
mg/100 g 


140 
45,5 
44,0 
10,2 
11,0 


**) Wassergehalt 71,2 °/,. 























Wirksamkeit 
nach biologischen 
Untersuchungen 
von Goldberger 
und Mitarbeitern 


(Fut 


Sehr gut 


Schlecht 


Gut” 


Sehr schlecht 
Gut 
Sehr schlecht 
Gut 
Schlecht 


Sehr gut 
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Von den untersuchten Cerealien sind Weizenkleie und Weizep. 
keime gute Quellen. 

Sehr reichhaltig erwies sich ein Konzentrat (Handelspriparat) 
aus Reisschalen. 

Bei jeder Bestimmung wurde der Verlauf der Extinktion mit 


der Zeit verfolgt. Es ergab sich, daB dieser Reaktionsverlauf 


bei der Bestimmung des Amids in Ochsenfleisch, Ochsenleber und 
Lachs dem des reinen Amids entsprach, waihrend bei den iibrigey 
untersuchten Substanzen ein etwas anderesVerhalten gefunden wurde, 
Nach der Hydrolyse (Uberfiihrung des Amids in Saure) aber 
erhielten wir immer typische Siurekurven. 
Dies deutet darauf hin, daB bei den letzteren Substanzen 
andere Derivate der Nicotinsiure vorliegen. 
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Uber Dihydro-tachysterin”*) 
Von 
F. v. Werder 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1939) 


Die grundlegenden Arbeiten von Windaus, Pohl, Hess 
und anderen haben gezeigt, daB das Ergosterin ein antirachi- 
tisches Provitamin darstellt, aus dem durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht antirachitisches Vitamin in hoher Konzen- 
tration gewonnen werden kann. Schon bald nach dieser epoche- 
machenden Entdeckung haben erstmalig Pfannenstiel), 
Kreitmair und Moll?) darauf hingewiesen, da8 bei sehr starker 
Uberdosierung des bestrahlten Ergosterins besondere Wirkungen 
auftreten. Diese Wirkungen, zu deren Auslésung an der Maus 
rund das 8000fache derjenigen Dosis notwendig ist, die im 
Prophylaxe-Versuch auf antirachitische Wirkung den Ausbruch 
der Rachitis bei der Ratte verhindert, manifestieren sich 
im wesentlichen in einer Hypercalzimie und in Kalkablage- 
rungen in den verschiedensten Organen und GefaBwandungen. 
Da die Ratte gegen Uberdosierung mit Vitamin D sehr wider- 
standsfihig ist, wihlte man als Testobjekt fiir den Nachweis 
dieser calcifizierenden Wirkung die Maus. 

Fr. Holtz’) gelang es, bei Hunden den Nachweis zu fiihren, 
daB die Erhéhung des Blutkalkspiegels auch durch solche Pri- 
parate des bestrahlten Ergosterins erzielt wird, die durch chemische 
Kingriffe ihrer antirachitischen Wirksamkeit beraubt sind. Er 
deutete die Wirkung von groBen Dosen des bestrahlten Ergosterins 


*) Nach einem Vortrag, gehalten auf der Tagung der Nordwest- 
deutschen Chemiedozenten in Géttingen am 26. Februar 1938. Die in 
einigen Punkten erginzten Ausfiihrungen werden aus duferen Griinden 
erst jetzt veréffentlicht. 

') E. Mercks Jahresber. 41, 319 (1927) u. Miinch. Med. Wschr. Nr. 26, 
1113 (1928). 

*) Miinch. Med. Wschr. Nr. 15, 637 (1928). 
*) Diese Z. 191, 1 (1930). 
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nicht als Hypervitaminose, sondern als Folgeerscheinung der Ver. 
abreichung eines bei der Bestrahlung entstandenen_,,Calcinose- 
faktors“. 

Die Frage, ob die calcifizierende Wirkung des bestrahlten 
Ergosterins dem Vitamin D selbst oder einem seiner Begleitstofie 
zuzuordnen ist, konnte erst einwandfrei entschieden werden, nach- 
dem die Reindarstellung einer ganzen Reihe von Bestrahlungs- 
produkten des Ergosterins, die wir Windaus und seiner Schule 
verdanken, gegliickt war. Es zeigte sich, daB unter diesen nur 
das sogenannte Vitamin D, antirachitisch wirksam ist, wahrend 
die Wirkung auf den Blutkalkspiegel zwar auch dem Vitamin J), 
daneben aber auch einigen anderen Bestrahlungsprodukten und 
ihren Abkémmlingen zukommt. Die Calcinosefaktor-Wirkung ist 
demnach unspezifischer, und man vermutet heute, daB sie kon- 
stitutionsmiBig an Stoffe gekniipft ist, die 2 oder 3 konjugierte 
Doppelbindungen in dem fir das Vitamin D charakteristischen 
Dreiringskelett 


‘i hs ra 
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“ “Sy ae 
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enthalten‘). Dazu gehéren: ‘Tachysterin, Dihydro - tachysterin, 
22-Dihydro-tachysterin, Vitamin D,, 22-Dihydro-vitamin D,, Di- 
hydro-vitamin D, IT und wahrscheinlich auch das Toxisterin. 

Alle diese Stoffe vermégen, wenn auch in sehr verschiedenem 
Grade, den Serumkalkspiegel des Blutes zu erhéhen, und es war 
von Interesse, die wirksamsten Vertreter dieser Gruppe auf ihre 
Wirkung bei Krankheiten zu untersuchen, die mit einer Insuffi- 
zienz der Nebenschilddriisen zusammenhingen und zu einer ab- 
normen Senkung des Blutkalkspiegels fiihren, nachdem bereits 
giinstige Erfahrungen iiber die Behandlung von Tetanien mit be- 
strahltem Ergosterin vorlagen. Es ist das Verdienst von Holtz, 
daB er sich als erster in Deutschland fiir die Behandlung mensch- 
licher Tetanien mit Calcinosefaktoren aus bestrahltem Ergosterin 
nachhaltig eingesetzt hat. Bis dahin war man auf das aufer- 
ordentlich teure Collip-Hormon angewiesen, wollte man tetanische 
Symptome zum Verschwinden bringen. 


’) Lettré-Inhoffen, Uber Sterine, Gallensiiuren und verwandte 
Naturstoffe, S. 308. 
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Auf Grund der umfangreichen klinischen Untersuchungen 
von Holtz haben sich die deutschen Firmen, die Erfahrungen 
auf dem Gebiet des bestrahlten Ergosterins besitzen, entschlossen, 
ein besonderes Priparat zur Behandlung der idiopathischen und 
postoperativen Tetanie herauszubringen. Die Wahl ist auf das 
Dihydro-tachysterin gefallen, dessen élige Lisung unter der Be- 
zeichnung A.T’..10 (d.h. antitetanisches Priparat Nr.10)im Jahre 1934 
der Therapie iibergeben worden ist. A.'T.10 vermag bei dauernder 
Verabreichung die Funktion der Nebenschilddriisen vollstindig 
zu ersetzen. In der auBerordentlich umfangreichen Literatur iiber 
die Erfahrungen mit A.T.105) -wird allgemein die zuverlissige 
Wirkung des Priparates hervorgehoben. Obwohl die Behandlung 
mit Calcinosefaktoren unter besonderen Kautelen (z. B. fortlaufende 
Kontrolle des Blutkalkspiegels) erfolgen muB, hat die A.T.10- 
Therapie der manifesten und latenten Tetanie eine derartige Be- 
deutung gewonnen, daB ihre Unterlassung von vielen Autoren als 
ein Kunstfehler angesehen wird. 

Das Dihydro-tachysterin ist in chemischer, wie in physiolo- 
gischer Richtung eingehend untersucht worden. Im folgenden soll 
liber die Reindarstellung, die Eigenschaften und die Konstitution 
des Wirkstoffes berichtet werden. Die in dieser Arbeit angefiihrten 
physiologischen Priifungen auf Calcinosefaktor-Wirkung sind von 
Th. Moll, die auf antirachitische Wirksamkeit von H. Kreitmair 
in den biologischen Forschungslaboratorien der Chemischen Fabrik 
EK. Merck durchgefiihrt worden. 

Bei der Reduktion des Tachysterins mit Natrium und Propyl- 
alkohol erhielten Windaus, v.Werder und Liittringhaus4 
ein Stoffgemisch, das positiv dreht und eine Absorptionsbande 
bei 250 mu besitzt. Uber die biologischen Eigenschaften dieses 
Produktes haben die genannten Autoren mitgeteilt, daB es, ohne 
antirachitisch wirksam zu sein, toxische Wirkung an der Maus 
hervorzubringen vermag. 

Biologische Reihenversuche von Moll") fiihrten zu der Fest- 
stellung, daB die Calcinosefaktor-Wirkung des mit Natrium und 
mit Alkohol reduzierten Tachysterins bei der Maus diejenige des 
Vitamins D, iibertrifft und etwa 4mal so groB ist wie die des 
Tachysterins, daB ferner der Serumkalkspiegel des Hundes nach 


5) Vgl. die Zusammenstellungen in E. Mercks Jahresber. 47—52 (1933 
bis 1938). 

®) Liebigs Ann. 499, 188 (1932). 

’) Unverdéffentlicht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 








122 F. v. Werder, 


Verabreichung des Priparates stark ansteigt. Durch ein be. 
sonderes Herstellungsverfahren®), bei dem der krystallisierte 
und gut definierte 3,5-Dinitro-4-methyl-1-benzosiureester des 
Tachysterins*®) in einem Arbeitsgang einer reduzierenden Ver- 
seifung unterworfen wird und bei dem die Stufe des iiberaus 
luftempfindlichen Tachysterins vermieden wird, gelang es, ein 
gleichmibig zusammengesetztes Priparat von konstanter Wirk- 
samkeit zu gewinnen. Dieses Material ist durch eine spezi- 
fische Drehung in Alkohol von + 18° bis + 20° und durch ein 
Absorptionsspektrum im Ultraviolett ausgezeichnet, das 3 Maxima 
bei den Wellenlingen 242, 251 und 261 my aufweist. Die Werte 
fiir den Extinktionskoeffizienten sind fiir 4 = 242 mu Bic, = 255, 
fir 2 = 251 my Ej, = 292 und fir 2 = 261 mu Ej? = 180. 
Das Produkt ist auBerordentlich bestiindig, von Luftsauerstoff wird 
es so gut wie nicht angegriffen. Mit Citraconsiureanhydrid ver- 
bindet es sich auch bei 110° nicht; der Benzopersiureverbrauch 
bei 0° entspricht 3 Atomen aktiven Sauerstoffs. Im antirachi- 
tischen Schutzversuch ist die Dosis 20y vollwirksam, eine Tages- 
gabe von 5y unwirksam. Der Giftgrenzwert fiir die Maus liegt 
bei 507. Bei der weiteren Untersuchung dieses Materials konnte 
ich im Jahre 1934 nachweisen, daB es zu etwa 30°/, aus Dihydro- 
vitamin D,I besteht, das als Allophanat aus dem Stoffgemisch ab- 
getrennt werden konnte. Die diesbeziiglichen, bislang noch nicht 
verdffentlichten Versuche®) werden im Versuchsteil beschrieben. 
Der charakteristische Allophanséureester wurde in den freien Alkohol 
und dieser in das Benzoat tibergefiihrt. Zum Vergleich wurde das 
Dihydro-vitamin D,I aus mit Natrium und Alkohol reduziertem 
Vitamin D, hergestellt, aus dem es in besserer Ausbeute erhiiltlich ist. 
Die Allophanate, die Alkohole und die Benzoate aus beiden Her- 
stellungen waren identisch. Damit war der nahe strukturelle Zu- 
sammenhang von Tachysterin und Vitamin D, erwiesen. Dihydro- 
vitamin D,! ist antirachitisch unwirksam und ohne HinfluB auf 
den Kalkstoffwechsel, es besitzt kein Absorptionsvermégen fiir 
ultraviolettes Licht langerer Wellen als 240 mu. Windaus und 
seine Schiiler!®) haben, unterstiitzt durch Refraktionsmessungen 


8) D.R. P. 624231. 

*) Vgl. Z. angew. Chem. 47, 722 (1934); ferner Diese Z. 233, 224 (1936). 

1) Windaus, Linsert, Liittringhaus u. Weidlich, Liebigs 
Ann. 492, 226 (1932); Fernholz, Diss. Gottingen 1932; v. Reichel u. 
Deppe, Diese Z. 239, 143 (19386); Windaus u. Roosen-Runge, Diese Z. 
260, 181 (1939). 
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yon y. Auwers und Wolter?), die Konstitutionsformel I fiir das 
Dihydro-vitamin D,I auBerordentlich wahrscheinlich gemacht. 





CH, 
| 
HO—CH=CH—CH—CH—CH, 
| | | 
CH, CH, CH CH, CH, 
CH, —C CH, 
| | | 
CH, CH,CH, HC—-——CH, 
i i ol 
HC C 
| | 
es C C CH 
ie al 
(CH, OH, I 


Das nach Abtrennung des Dihydro-vitamins D,] aus dem 
reduzierten Tachysterin zuriickbleibende Produkt ist, wie er- 
wartet, wirksamer als das Ausgangsmaterial; der Wert fiir die 
spezifische Drehung ist erhéht und die selektive Absorption im 
Ultraviolett verstirkt.’ Versuche, das Material selbst oder Deri- 
vate zur Krystallisation zu bringen, blieben zunichst ohne Erfolg. 
Fiir meine weiteren Versuche war die Arbeitshypothese leitend, 
daB die charakteristische Absorption dem wirksamen Prinzip des 
reduzierten Tachysterins zuzuordnen ist. Diese Hypothese hat 
sich als zutreffend erwiesen. Der reine, krystallisierte Wirkstoff 
dreht die Ebene des polarisierten Lichtes stark nach rechts und 
ist Trager der selektiven Absorption im Ultraviolett. Beide Eigen- 
schaften kénnen zur Verfolgung der Anreicherung des Dihydro- 
tachysterins herangezogen werden. Zur Vorreinigung ist die 
Methode der chromatographischen Aufteilung sehr geeignet. Der 
Wirkstoff wird z. B. von Aluminiumoxyd weniger stark adsorbiert 
als seine Begleitstoffe und findet sich im Filtrat und den untersten 
Abschnitten der Adsorptionssiule. Auch bei erneuter Aufteilung 
des bereits angereicherten Materials zeigt sich die gleiche Er- 
scheinung. Aus stark angereicherten Priparaten wurde kein 
charakteristisches 3,5-Dinitro-benzoat erhalten. Krystallisierbare 
Derivate wurden in den niederen Fettsiureestern gefunden. Die 
durch Einwirkung von Séureanhydriden in Pyridinlésung in der 
iiblichen Weise bereiteten Ester wurden erneut chromatographiert, 
wobei Verunreinigungen von dem Adsorptionsmittel festgehalten 


1) Nachr. Ges. Wiss. Géttingen, Math.-physik. K). 1931, 111; vgl. auch 
Miller, Diese Z. 233, 224 (1935). 
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wurden, wihrend sich die gereinigten Ester im Filtrat befandep, 
Die F iItratfraktionen krystallisierten nach Entfernung des Lisungs. 
mittels durch; die Krystalle wurden durch Uberschichten mit 
Petroliither von anhaftendem Ol befreit und durch Umkrystalli- 
sieren aus Methanol gereinigt. Durch vorsichtige Verseifung der 
Ester mit methylalkoholischer Kalilauge gelang es, auch den 
Wirkstoff selbst in reiner Form darzustellen. Er ist leicht léslich 
in allen organischen Lésungsmitteln. Aus 90°/,igem Methanol 
krystallisiert er in farblosen Nadeln, die zwischen 125 und 127° 
schmelzen. Die Eigenschaften des Dihydro-tachysterins und seiner 
krystallisierten Ester sind folgender Tabelle zu entnehmen: 





























| (ob in 1%, Gift- 

Bezeichnung Sehmels- Chloro- }- Fiem grenz- 
P form |i= 242 my | i= (251 ous | an 261 mu] wert 

Alkohol . . | 125—127°| +97° 760 1010 =| 650 107 
Acetat. . . |108—110°] +32,8°] 780 910 | 600 | 2007 
Propionat . 97T— 98°] +37° 750 860 | 570 — 
n-Butyrat . | 62— 63°] — 720 | +840 | 540 si 


Zur Darstellung des Wirkstoffes kann man anstatt von Tachy- 
sterin auch von einem an Tachysterin reichen Bestrahlungsprodukt 
des Ergosterins ausgehen. 


Das reine, krystallisierte Dihydro-tachysterin hat die stiirkste 
Calcinosefaktorwirkung, die bisher an Bestrahlungsprodukten des 
Ergosterins und deren Abkémmlingen beobachtet worden ist. Der 
Giftgrenzwert fiir die Maus liegt bei 10y. Bemerkenswerterweise 
ist das Produkt antirachitisch nicht ganz unwirksam. Die Dosis 5, 
entfaltet im Schutzversuch an der Ratte volle Wirkung, der Stoff 
besitzt demnach etwa 0,5°/, der antirachitischen Wirksamkeit des 
Vitamins D,. 

CH, 
HC—CH1—CH—CH—CH_CH, 
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ae GH, CH, CH, 
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CH, oo OH, 
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CH, CH,CH HC———H, 
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Fir das Tachysterin gilt zur Zeit Formel II als die wahr- 
scheinlichste, die allerdings noch keineswegs bewiesen ist. Sie 
eriindet sich auf folgende Beobachtungen. Das ‘l'achysterin hat 
die Zusammensetzung C,,H,,0, es ist also ein Isomeres des 
Ergosterins®), Das Sauerstoffatom liegt in Form einer sekundiren 
Alkoholgruppe vor, bei der Veresterung des Tachysterins mit 
3,5-Dinitro-4-methyl-1-benzoylchlorid wird ein schén krystalli- 
sierter Ester erhalten®). Tachysterin ist 4fach ungesiattigt, bei der 
Bestrahlung geht also das Ergosterin bzw. das Lumisterin mit 
4 Kohlenstoffringen und 3 Doppelbindungen unter Offnung einer 
C—C-Bindung in einen Stoff mit 3 Ringen und 4 Doppelbindungen 
iiber*), Tachysterin und Vitamin D, liefern bei der Hydrierung 
mit Natrium und Alkohol in verschiedener Ausbeute das gleiche 
Dihydroderivat (vgl. oben!); beide Stoffe haben demnach das gleiche 
Kohlenstoffskelett. Eine Doppelbindung des Tachysterins befindet 
sich in der Seitenkette zwischen den Kohlenstoffatomen 22 und 23, 
da man bei der Ozonisation des Tachysterin-acetat-citraconsiure- 
anhydrids Methyl-isopropyl-acetaldehyd erhalt}’), Die anderen 
3 Doppelbindungen befinden sich héchstwahrscheinlich in konju- 
gierter Lage, dafiir spricht das hohe Maximum im langwelligen 
Teil des UV.-Absorptionsspektrums. Bei der Ozonisierung von 
Tachysterinestern konnte Grundmann‘) unter den Spaltstiicken 
Formaldehyd nicht nachweisen. Tachysterin enthilt demnach 
keine Methengruppe?!* 15), Der gleiche Autor hat sich vergeblich 
bemiiht, aus Tachysterin und seinen Derivaten durch vorsichtige 
Oxydation eindeutige Spaltstiicke zu gewinnen, wie sie unter 
gleichen Bedingungen aus Vitamin D, und seinen Abkémmlingen 
erhaltlich sind. Es ist daher wenig wahrscheinlich, da8 Tachy- 
sterin eine Doppelbindung in der Stellung 7,8 besitzt}* 1°). 

Dihydro - tachysterin-acetat nimmt bei der katalytischen 
Hydrierung 3 Molekiile Wasserstoff auf und geht in Oktahydro- 
tachysterin-acetat iiber, das bisher noch nicht krystallisiert er- 
halten wurde. Der Calcinosefaktor ist 3fach ungesi&ttigt, er ent- 
halt noch die Doppelbindung in der Seitenkette zwischen den 
Kohlenstoffatomen 22 und 23, da diese erfahrungsgeméB durch 
eine Behandlung mit Natrium und Alkohol nicht angegriffen 


*) Lettré, Liebigs Ann. 511, 283 (1934). 

%) Guiteras, Nakamiya u. Inhoffen, Liebigs Ann. 494, 117 (1932). 

4) Grundmann, Diese Z. 252, 151 (1938) u. Diss. Gottingen 1938. 

*) Windaus, Sitzungsber. Preu8. Akad. d. Wiss. Phys. math. Klasse 
(238), 118 (1987). 
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wird. Die beiden anderen Doppelbindungen sind, wie aus der 
Ultraviolettabsorption zu folgern ist, konjugiert. Uber ihre Lage 
geben Befunde Auskunft, die beim oxydativen Abbau des Acetates 
erhalten wurden. Bei eeaubdige Oxydation des Acetates mit 
Chromsiure lieB sich aus den neutralen Anteilen des Oxydations- 
produktes ein Semicarbazon vom Schmelzp. 221° und der Brutto- 
zusammensetzung C,,H,,ON, herausholen. Es handelt sich um 
das Derivat eg ungesittigten Ketons C,,H,,O, das Windaus 
und Grundmann beim oxydativen Abbau des ‘Vitamins D, er- 
hielten*), Kin Vergleich der durch Oxydation von Vitamin J), 
und von Dihydro- edieaoain erhaltenen Semicarbazone e1 rsa 
Ubereinstimmung in allen untersuchten Kigenschaften. Dami 
ist der Beweis othngtlit, daB eine Doppelbindung des C som. 
faktors sich in Stellung 7,8 befindet; fiir die andere Doppel- 
bindung bleibt nur die konjugierte Lage 5,6 iibrig. Fiir den 
Wirkstoff ergibt sich demnach die Formel III 


CH, 
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HC—CH—CH—CH—CH—CH, 
| | | 
CH, CH, CH CH, OH, 
oe er i 
cH, oU CH, 
CH, CH,CH, HC—-——CH, 
HG CH OG 
ape Ba. CH 
OH, I] 


CH, 
| 
HC—CH=CH—CH—CH—CH, 
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6) Liebigs Ann. 524, 295 (1936). 
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Die weitgehende Ubereinstimmung der Formeln des Dihydro- 
tachysterins (III) und des Vitamins D, (IV) ist augenfallig und es 
ist bemerkenswert, daB bei der geringen Abweichung in der Kon- 
stitution die physiologischen Kigenschaften beider Wirkstoffe so 
verschieden sind. Wenn im Molekiil des Vitamins D, die Doppel- 
bindung an der Methengruppe (von C,, nach C,,) abgesittigt wird, 
verschwindet die antirachitische Wirksamkeit fast vollstindig, 
wibrend die Calcinosefaktorwirkung erheblich erhéht ist. 


Das Absorptionsspektrum des Dihydro-tachysterins ist dem 
des kiirzlich von Dimroth und Jonsson") synthetisierten 2fach 
ungesiittigten Alkohols (V) thnlich. 

CH, 
ee, 

CH, CH, 


CH,OH CH, CH, 


H,C CH 
| | | 
H,C C CH 


CH, CH vV 


Die charakteristische Absorption des Dihydro-tachysterins 
wird demnach offenbar durch die beiden konjugierten semi- 
cyclischen Doppelbindungen bedingt. Durch die Versuche am 
Dihydro-tachysterin erhilt die von Windaus und Grundmann 
zur Diskussion gestellte Tachysterinformel eine starke Stiitze. 
Die Bildung des Dihydro-tachysterins bei der Hydrierung des 
Tachysterins mit Natrium und Alkohol ist in einleuchtender 
Weise durch Wasserstoffaddition in 1,6-Stellung zu erklaren. 


Fernholz}§) hat bei der Reduktion des Vitamins D, mit 
Natrium und Propylalkohol neben dem biologisch indifferenten 
Dihydro-vitamin D,I einen Alkohol mit Calcinosefaktorwirkung 
isoliert, der durch ein hohes Absorptionsmaximum bei 254 mu 
ausgezeichnet und durch ein krystallisiertes 3,5-Dinitrobenzoat 
charakterisiert ist. Es lag nahe, das von Fernholz beschriebene 
Dihydro-vitamin D,II herzustellen und mit Dihydro-tachysterin 
zu vergleichen. Die Absorptionsspektra beider Stoffe sind sich 
zwar auBerordentlich dhnlich, doch hat sich ein weiterer An- 
haltspunkt fiir die Identitit der Wirkstoffe nicht ergeben. Kin 


™) Ber. chem. Ges. 71, 2658 (1938). 
*) Liebigs Ann. 499, 198 (1932). 
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biologischer Vergleichsversuch an der Maus hat gezeigt, daB das 
Dihydro-vitamin D,IT nur etwa 5—10°/, der Calcinosefaktorwirkung 
des Dihydro-tachysterins besitzt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Dihydro-vitamin D,I-allophanat aus mit Natrium und Alkohol 
reduziertem Tachysterin. 4,7¢ mit Natrium und Alkohol reduziertes 
Tachysterin wurden in 51cem Benzol gelést. In die gekihlte Lisung 
wurde Cyansiiuredampf eingeleitet, der durch thermische Zersetzung yon 
9g Cyanursiure gewonnen war. Nach 38 tigiger Aufbewahrung bei 0: 
wurde der gebildete Niederschlag abfiltriert und mehrfach mit Benzo 
nachgewaschen. Filtrat und Waschbenzol wurden im Vakuum zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand, ein farbloses, durchsichtiges Ol im Gewicht 
von 3,9 g, wurde in wenig Essigester aufgenommen, worauf alsbald Ab- 
scheidung von Krystallen einsetzte. Nach 2 tigigem Stehen bei 0° wurde 
das Krystallisat abgesaugt, mit gekiihltem Essigester gewaschen und ge- 
trocknet: 2,2 g, Schmelzp. 171—173°. Nach 6 maligem Umkrystallisieren aus 
Essigester wurden farblose Blittchen vom Schmelzp. 184—186° erhalten. 


5,927, 4,917 mg Subst.: 16,135, 13,390 mg CO,, 5,235, 4,370 mg H,0. — 
4,161 mg Subst.: 0,216 cem N, (23°. 739 mm). 


C,,H,s0,N, (484,4) Ber. C 74,32 H 9,99 N 5,78 
Gef. ,, 74,24, 74,27 ,, 9,88, 9,95 ,, 5,82. 


68,1 mg Subst., 10 eem Chloroform, ¢ = 19°, 7 = 1 dm; 
a =+0,11°, [a}t? = + 16°. 


Der Mischschmelzpunkt mit aus Vitamin D, hergestelltem Dihydro- 
vitamin D, I-allophanat war nicht erniedrigt. 


2. Dihydro-vitamin D,I aus mit Natrium und Alkohol redu- 
ziertem Tachysterin. 800 mg reines Allophanat aus Versuch 1 wurden 
mit einer Lésung von 8g Kaliumhydroxyd in 100 cem Methanol 4 Stunden 
in einem Glycerinbad von 87° im Riickflu8 gekocht. Nach Zusatz von 
400 ccm Wasser wurde ausgeiithert, die vereinigten Atherlésungen mit 
Wasser gewaschen, getrocknet, filtriert und eingedampft. Der Riickstand 
(600 mg) wurde in wenig Aceton gelést und diese Lésung auf — 20° ab- 
gekiihlt. Das Krystallisat wurde auf einer gekihlten Nutsche abgesaugt, 
mit wenig tief gekiihltem Aceton gewaschen, im Exsiccator getrocknet und 
nochmals in der gleichen Weise umkrystallisiert. 300 mg farblose Blittchen 
vom Schmelzp. 65—66° Zur Analyse und zur Bestimmung der spezifischen 
Drehung wurde die Substanz 2 Stunden im Hochvakuum bei der Tem- 
peratur siedenden Athers getrocknet. 


4,972 mg Subst.: 15,330 mg CO,, 5,150 mg H,0. 
C,,H,.0 (398,4) Ber. C 84,34 H 11,64 Gef. C 84,09 H 11,59. 
37,2 mg Subst., 2 cem Chloroform, ¢ = 19,5°, / = 1 dm; 
a=+0,19% [a] =+ 10° 


Der Mischschmelzpunkt mit aus Vitamin D, hergestelltem Dihydro- 
vitamin D,I ergab keine Depression. 
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3. Dihydro-vitamin D,I-benzoat aus mit Natrium und Alkohol 
reduziertem Tachysterin. 200 mg Dihydro-vitamin aus Versuch 2 wurden 
in 5 cem trockenem Pyridin gelést und mit 0,5 ccm Benzoylchlorid versetzt. 
Nach 8 tigigem Stehen bei Raumtemperatur wurden 50 ccm 5 °/,ige Salz- 
siiure eingertihrt; das Ganze wurde mit Ather ausgeschiittelt, die ver- 
einigten Atherausziige mit 2°/,iger Natronlauge und mit Wasser aus- 
sewaschen, getrocknet, filtriert, eingeengt und im Vakuum abgezogen. Der 
Riickstand wurde mehrfach aus Methanol umkrystallisiert, wobei farblose 
Krystalle vom Schmelzp. 70—71° erhalten wurden. Zur Analyse und zur 
Bestimmung der spezifischen Drehung wurde die Substanz 2 Stunden im 
Hochvakuum bei 56° getrocknet. 


6,024 mg Subst.: 18,420 mg CO,, 5,420 mg H,O. 
C.,H,0, (02,4) Ber. C 83,60 H 10,03 Gef. C 83,40 H 10,07. 
30,8 mg Subst., 2 ccm Chloroform, ¢ = 22°, / = 1 dm, 
a=+0,46°, [o}3? = + 30° 


Der Mischschmelzpunkt mit aus Vitamin D, bereitetem Ester (vgl. 
Liebigs Ann. 492, S. 237—238) war nicht erniedrigt. 


4. Dihydro-tachysterin-acetat. Eine Liésung von 127 g mit Natrium 
und Alkohol reduziertem Tachysterin (vgl. Liebigs Ann. 499, S. 198 bzw. 
D.R.P. 624231) in 1270 cem Normalbenzin wurde unter schwachem Vakuum 
durch eine aus fiinf gleichen Teilen von je 430 g Aluminiumoxyd, standardi- 
siertt nach Brockmann, zusammengesetzte Siule von 91 cm Gesamtlinge 
und 56mm Durchmesser filtriert, die zuvor mit 1750 cem Normalbenzin 
angefeuchtet war. Nachdem mit 13 Liter Normalbenzin nachgewaschen 
war, wurden die Abschnitte der Siule einzeln mit einem Gemisch gleicher 
Volumteile von Ather und Methanol eluiert. Die Bezifferung der Fraktionen 
erfolgte von oben nach unten, Fraktion 1 enthielt das Material mit der 
griBten Adsorptionsneigung, Fraktion 6 war das von der Siule nicht 
adsorbierte Filtrat. Die Aufteilung war folgende: 


Fraktion 1: 18,60g [a], in Ather =+ 9,3° 


9 2: 21,60 ¢ desgl. =+ 7,9° 
ie 8: 22,55 g desgl. =+ 7,4° 
- 4: 24,00 g desgl. = + 13,7° 
” 5: 23,21 ¢g desgl. =-+ 29,9° 
» 6: 15,59 g desgl. = + 55,9°. 


Der physiologisch wirksame Anteil des Stoffgemisches fand sich zum 
iiberwiegenden Anteil in den Fraktionen 5 und 6, die neben einem héheren 
Wert fiir die spezifische Drehung in Ather ein gréBeres selektives Absorp- 
tionsvermégen fiir ultraviolettes Licht aufwiesen. 

Das Material aus der Fraktion 5 wurde in 232 ccm Normalbenzin 
gelést, und diese Lésung durch eine Siule von 33 cm Linge und 40 mm 
Durchmesser filtriert, die aus fiinf gleichen Teilen von je 77 g Aluminium- 
oxyd, standardisiert nach Brockmann, zusammengesetzt und mit 300 ccm 
Normalbenzin angefeuchtet war. Das Chromatogramm wurde durch Nach- 
waschen mit 8500 cem Normalbenzin entwickelt. Die einzelnen Fraktionen 
wurden wiederum yon oben nach unten numeriert und mit Ather-Methanol- 
gemisch eluiert: 
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Fraktion 1: 3,25g [a], in Ather = + 20,9° 
™ 2: 38,15 ¢ desgl. = + 20,5° 
» 8: 4,10 ¢ desgl. =-+ 21,0° 
- 4: 4,30 ¢ desgl. = + 22,3° 
- 5: 4,07 g desgl. = + 41,8° 
“ 6: 2,88 g desgl. = + 55,9°. 


Die Fraktionen 1—4 enthielten den Wirkstoff in der gleichen Kon. 
zentration wie das Ausgangsmaterial. 

Die Fraktionen 6 aus der ersten Aufteilung, sowie 5 und 6 aus der 
zweiten Aufteilung wurden vereinigt (22,54 g), in 135 cem Pyridin gelist 
und mit 45 ccm Essigsiiureanhydrid versetzt. Nach 3 tiigiger Auf bewahrung 
bei Raumtemperatur wurde unter Kiihlung Wasser zugesetzt, wobei sich 
das Acetat als teilweise krystallisiertes Ol abschied. Nach einigen Stunden 
wurden unter Kihlung mit Eiswasser 1350 cem 5 °/,ige Salzsiure eingeriihrt, 
SchlieBlich wurde in Ather aufgenommen, die vereinigten Atherausziige 
wurden mit 2°/,iger Natronlauge und mit Wasser gewaschen, getrocknet, 
filtriert, eingeengt und im Vakuum abgezogen. Der Riickstand im Gewicht 
von 24,5 g wurde in 245 ecm Normalbensin gelést und durch eine Siiule 
von 3 mal 136 g Aluminiumoxyd, standardisiert nach Brockmann, filtriert. 
Danach wurde mit 3675 cem Normalbenzin nachgewaschen. 20,3 des 
Materials gingen in die Fraktion 4 (Filtrat) tiber und krystallisierten nach 
Entfernung des Lésungsmittels bei einer Temperatur um 0° Durch Uber- 
schichten mit niedrig siedendem Petrolither wurde die Krystallausscheidung 
vermehrt, wiihrend das anhaftende Ol in Lésung ging. Die Krystalle 
wurden abgesaugt, mit einem Gemisch gleicher Volumteile Petrolither und 
Methanol gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute von 8 g konnte durch 
nochmalige chromatographische Aufteilung des in der Mutterlauge ver- 
bliebenen Materials, wobei wiederum die Fraktion Filtrat krystallisierte, 
vermehrt werden.- Das Rohprodukt wurde durch Umkrystallisieren aus 
Methanol gereinigt. Aus diesem Lésungsmittel schied sich das reine Acetat des 
Wirkstoffes in farblosen, derben Krystallen ab, die bei 108—110° schmolzen. 

Zur Analyse, Drehungsbestimmung und Absorptionsmessung wurde 
die Substanz 2 Stunden im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 


5,443 mg Subst.: 16,270 mg CO,, 5,300 mg H,O. 
C,,H,s0, (440,4) Ber. C 81,75 H 10,98 Gef. C 81,52 H 10,90. 
59,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, ¢ = 23°, 1 = 1 dm; 
a=+0,98°, [a?? = + 32,8°. 
Das Absorptionsspektrum im Ultraviolett wies 3 Maxima bei den 


Wellenliingen 242, 251 und 261 my auf. Fiir den Extinktionskoeffizienten 
wurden folgende Werte ermittelt: 


Fiir 2 = 242 mu Elo = 780 
A= 251 ,, » = 910 
l= 261 ,, » = 600. 


Eine 1°/, ige Chloroformlésung zeigte folgende Farbreaktionen : 

Mit Antimontrichlorid keine Firbung. Farbreaktion nach Liebermann: 
Burchard: rotbraun, rasch in Olivgriin umschlagend. Farbreaktion nach 
Salkowski: Siure blutrot. 

Der Giftgrenzwert fiir die Maus lag bei 200 y (Th. Moll). 
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5. Dihydro-tachysterin. 14 g reines Dihydro-tachysterin-acetat wurden 
mit 1400 eem 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 2 Stunden am RiickfluB 
gekocht. Die Lésung wurde im Vakuum auf das halbe Volumen eingeengt 
und nach Zusatz von 3 Liter Wasser erschépfend ausgeiithert. Die ver- 
einigten Atherlésungen wurden mit Wasser gew aschen, getrocknet, filtriert 
und eingeengt. Der Rest des Lésungsmittels wurde im Vakuum entfernt. 
Der krystallisierte Riickstand wurde 2mal aus 90°/,igem Methanol um- 
krystallisiert, w obei der Wirkstoff in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 125 
bis 127° erhalten wurde. Fiir die analytischen Bestimmungen wurde die 
Substanz 2 Stunden im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 

5,403, 5,817 mg Subst.: 16,700, 17,960 mg CO,, 5,600, 6,050 mg H,0. 

C,,H,,0 (398,4) Ber. C 84,84 H 11,64 
Gef. ,, 84,30, 84,21  ,, 11,60, 11,64 
36,5 mg Subst., 2 cem Chloroform, ¢ = 22°, / = 1 dm; 
a = +1,78°, [(a]?? = + 97,5°. 

Das Absorptionsspektrum im Ultraviolett wies 3 Maxima bei den 
Wellenlingen 242, 251 und 261 mu auf. Die fiir den Extinktionskoeffizienten 
gefundenen Werte waren: 


Bei 2 = 242 mu Ey’ = 870 
A= 251 ,, » = 1010 
A= 261 ,, » = 650. 


Eine 1°/,ige Lésung von Dihydro-tachysterin in Chloroform gab nach 
Zusatz von Antimontrichloridlésung zunichst keine, nach lingerem Stehen 
eine tief himbeerrote Farbe. Die Farbreaktionen nach Liebermann- 
Burchard und nach Salkowski waren die gleichen wie beim Acetat 
(vgl. Versuch 4). 

Der Giftgrenzwert fiir die Maus wurde in wiederholten Bestimmungen 
zu 10 y ermittelt (Th. Moll). 

Priifung auf antirachitische Wirksamkeit Nr. 1592 (H. Kreitmair): 


Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Ratten bei den Dosen 
20 ¥ 5 2,57 ly 0,5 7 0,1 7 0,05 v 
100 100 63 13 0 0 0 


Die antirachitisch wirksame Grenzdosis liegt definitionsgemaB zwischen 
2,5 und 5y. 


6. Dihydro-tachysterin-propionat. Ergosterin wurde in benzolischer 
Lésung mit Magnesiumfunkenlicht zu 80°/, umgewandelt und das ergosterin- 
freie Bestrahlungsprodukt mit Natrium und Propylalkohol in der Siedehitze 
reduziert. 153 g dieses Materials wurden in 1530 ccm Petrolither DAB. 6 
gelost und durch eine aus fiinf gleichen Teilen von je 450 g Aluminiumoxyd, 
standardisiert nach Brockmann, zusammengesetzte und mit 1,75 Liter 
Petroliither DAB.6 angefeuchtete Sdiule von 56 mm Durchmesser filtriert. 
Das Chromatogramm wurde durch Nachwaschen mit 15,3 Liter Petrolither 
DAB. 6 entwickelt. Die einzelnen Fraktionen wurden mit Ather—Methanol- 


gemisch eluiert. Die gewichtsmiBige Verteilung war folgende: 


Fraktion 1: 18,9 g Fraktion 4: 22,2 ¢ 
» 2: 23,28 » oe Mg 
3: 20,7 g “ 6: 45,5¢. 
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Starke selektive Absorption im Ultraviolett zeigte vor allem Fraktion 6, 
die erneut einer chromatographischen Aufteilung in 6 Fraktionen unter. 
worfen wurde. Das wirksame Material befand sich nunmehr zum ijber. 
wiegenden Teil in den Fraktionen 5 und 6, die vereinigt und ein drittes 
Mal chromatographisch aufgeteilt wurden. Die durch starkes Absorptions- 
vermégen fiir ultraviolettes Licht ausgezeichneten Fraktionen 4, 5 und ¢ 
wurden vereinigt (8,2 g) in 50 ccm Pyridin gelést und mit 16 cem Propion- 
siureanhydrid versetzt. Nach 8 tigiger Aufbewahrung bei Raumtemperatur 
wurden unter Riihren und Kiihlen mit Eiswasser 500 cem 5°/, ige Salzsiiure 
eingetropft. Nach mehrstiindigem Riihren bei Raumtemperatur warde er- 
schépfend ausgeithert, die vereinigten Atherlésungen wurden mit 2°), iver 
Natronlauge und mit Wasser gewaschen, getrocknet, filtriert, eingeengt und 
im Vakuum abgezogen. Der Riickstand wurde in Normalbenzin gelést und 
in 4 Fraktionen chromatographisch aufgeteilt, wobei der Hauptanteil des 
Materials in Fraktion 4 (Filtrat) tiberging. Nach Entfernung des Lésungs- 
mittels und lingerer Aufbewahrung bei 0° begann Fraktion 4 zu krystalli- 
sieren. Das Material wurde mit niedrig siedendem Petrolither bedeckt, die 
Krystalle nach 24 Stunden abgesaugt, mit einer Mischung gleicher Raum- 
teile Petrolither und Methanol gewaschen und getrocknet. Der Ester wurde 
durch Umkrystallisieren aus Methanol gereinigt. Das reine Propionat 
krystallisiert aus der heiB gesittigten Lésung in farblosen verfilzten Nadeln 
vom Schmelzp. 97—98° Die Substanz wurde 2 Stunden im Hochvakuum 
bei 56° getrocknet. 


5,661, 6,060 mg Subst.: 16,980, 18,190 mg CO,, 5,500, 6,010 mg H,0. 


C,,H5.0, (454,4) Ber. C 81,87 H 11,09 
Gef. ,, 81,80, 81,86 ,, 10,87, 11,10. 


30,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, ¢ = 22°, / = 1 dm; 
ao =+0,57°, [a2? = + 37% 


Fiir den Extinktionskoeffizienten wurden bei den 3 Absorptionsmaxima 
folgende Werte erhalten: 


Fiir 2 = 242 mu El’ = 750 
A= 251 ,, » = 860 
A= 261 ,, » = 570. 


Das Propionat ergab nach Verseifung Dihydro-tachysterin mit den 
unter Versuch 5 beschriebenen Eigenschaften. 


7. Dihydro-tachysterin-n-butyrat wurde aus Dihydro-tachysterin 
und n-Buttersiureanhydrid in Pyridinlésung hergestellt. Aus Methanol 
farblose Nadeln vom Schmelzp. 62—63°. 


5,500 mg Subst.: 16,510 mg CO,, 5,520 mg H,O. 
C,.H,.0, (468,4) Ber. C 81,98 H 11,19 Gef. C 81,87 H 11,23. 


Die Werte fiir den Extinktionskoeffizienten waren: 


Fiir 4 = 242 my Ele = 720 


A= 251 ,, » = 840 
h = 261 ,, » = 540. 
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8. Umsetzung von Dihydro-tachysterin-acetat mit Maleinsaure- 
anhydrid. 220 mg reines Dihydro-tachysterin-acetat (vgl. Versuch 4) 150 mg 
Maleinsiureanhydrid und 5cem Xylol wurden in ein Bombenrohr unter 
Vakuum eingeschmolzen. Das Rohr wurde 8 Stunden auf 135° erhitzt. Der 
Rohrinhalt wurde nach Entfernung des Xylols im Vakuum mit 10 ccm 
Methanol und 10 cem 25°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 2 Stunden 
in einer Stickstoffatmosphire am Riickflu8 gekocht. Nach Zusatz von Wasser 
wurde mit Petrolither ausgeschittelt, die vereinigten Petrolitherlésungen 
mit Wasser gewaschen, getrocknet, filtriert, eingeengt und im Vakuum ab- 
gezogen. Der krystallisierte Riickstand (190 mg) wurde aus 90°/, igem 
Methanol umkrystallisiert, wobei farblose Nadeln vom Schmelzp. 126—127° 
erhalten wurden. Zur Drehungsbestimmung wurde die Substanz 2 Stunden 
im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 


41,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, ¢ = 22°, / = 1 dm; 


a =+2,01°, [a2? = + 96,6°. 


Der Mischschmelzpunkt mit Dihydro-tachysterin (vgl. Versuch 5) war 
nicht erniedrigt. 95°/, der eingesetzten Substanz waren nicht mit Malein- 
siureanhydrid in Reaktion getreten. 


9. Katalytische Hydrierung von Dihydro-tachysterin -acetat 
(Versuch Dr. Jung). 220 mg Dihydro-tachysterin-acetat wurden in 20 ccm 
96°/,iger Essigsiure in Gegenwart von 170 mg Platin bei 22° mit Wasserstoff 
geschiittelt. Nach 1 Stunde und 20 Minuten kam die Wasserstoffaufnahme 
zum Stillstand. 


Die Wasserstoffaufnahme entsprach genau einer Absittigung von 
3 Doppelbindungen: 


Ber. 0° 760 mm Hg 33,6 ccm 
Gef. 22° 7338 mm Hg 38,8 ccm. 


10. Oxydativer Abbau von Dihydro-tachysterin-acetat. 1g Dihydro- 
tachysterin-acetat (vgl. Versuch 4) wurde in 50 ccm Eisessig unter Erwirmen 
gelist und die Lésung auf Raumtemperatur (21°) abgekiihlt. Nach Zusatz 
einer Lésung von 1,1 g Chromsiiureanhydrid in 2 ccm Wasser und 11 ccm 
Kisessig und Umschiitteln erwirmte sich das Reaktionsgemisch auf 29°. 
Nach 4'/, stiindigem Stehen bei Raumtemperatur wurden 20 cem Methanol 
hinzugefiigt. Am folgenden Tage wurden die Liésungsmittel im Vakuum 
abdestilliert, der Riickstand in iiblicher Weise in neutrale und saure Oxy- 
dationsprodukte zerlegt. Der Neutralteil, 600 mg rétliches Ol, wurde in 
Methanol gelést und mit einer alkoholischen Semicarbazidacetatlésung aus 
0,6 g Semicarbazidhydrochlorid und 1 g krystallisiertem Natriumacetat ver- 
setzt. Das Ganze wurde 3 Stunden am Riickflu8 gekocht und im Vakuum 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach lingerem Stehen wurde das aus- 
geschiedene Material abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und mit Wasser 
ausgekocht. Das ungeléste Material (80 mg) wurde mehrfach aus Methanol 
umkrystallisiert, wobei farblose, sternférmig angeordnete Krystalle vom 
Schmelzp. 221° erhalten wurden. Die Ausbeute betrug etwa 10°/, d. Th. 
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Zur Analyse und Absorptionsmessung wurde die Substanz 2 Stunden 
im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 


4,463, 5,166 mg Subst.: 11,820, 13,660 mg CO,, 4,200, 4,865 mg H,0, — 
4,209, 1,976 mg Subst.: 0,470 (23°, 750 mm), 0,220 (22°, 758 mm) cem X,, 
C,,H,,ON; (338,3) Ber. C 72,01 H 10,58 N 12,61 

Gef. ,, 72,23, 72,11 ,, 10,53, 10,54 ,, 12,71, 12,85. 


Das Absorptionsspektrum im Ultraviolett wies keine charakteristische 
Absorption auf. 


Zum Vergleich wurde das Semicarbazon des ungesittigten Ketons 
C,,H,,0 bereitet, das Windaus und Grundmann beim oxydativen Abbau 
des Vitamins D, erhalten haben. Der Mischschmelzpunkt der aus Dihydro. 
tachysterin-acetat und aus Vitamin D, gewonnenen Ketonderivate war 
nicht erniedrigt. 




















Aldehydrase oder Aldehydmutase? 
VII. Mitteilung iiber Leberfermente*) 


Von 


Ludwig Reichel und Walter Burkart 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1939) 


In mehreren Mitteilungen') wurde gezeigt, daB unsere Alde- 
hydrase-Trockenpraiparate sowohl unter anaeroben wie aeroben 
Bedingungen Aldehyde zunichst nur zu dismutieren vermégen, 
da zufolge der gewihlten Darstellungsmethoden die Zwischen- 
acceptoren (z. B. Flavoprotein) fast vollstiindig entfernt oder zer- 
stirt werden. Bei Zusatz geeigneter Zwischenacceptoren wird aber 
der DehydrierungsprozeB ebenfalls vollzogen. Das System der 
Aldehydrase der Leber (Pferd, Schwein, Kalb) vermag demnach 
Aldehyde nicht nur zu dismutieren, sondern auch zu dehydrieren. 

Gegen diese Feststellung haben M. Dixon und C. Lutwak- 
Mann?) Kinwinde erhoben. Sie behaupten, die Vorginge werden 
nicht von einer Aldehydrase, sondern vielmehr von zwei giinzlich 
verschiedenen Fermenten, einer Aldehydmutase und einer Oxydase 
hewirkt. Die Aldehydmutase li8t sich durch Adsorption an 
Tricalciumphosphat vollstiindig von der Oxydase trennen. Die 
hoch aktiven Priparate katalysieren selbst bei Gegenwart von 
Cozymase und geeigneten Zwischenacceptoren ausschlieBlich nur 
den Dismutationsvorgang. Die Mutase soll einen von den Dehy- 
drasen grundsiitzlich verschiedenen Fermenttyp repriisentieren. 
Das Studium der Kigenart dieser ,Mutase“ war im Zusammep- 
hang mit unseren Untersuchungen von besonderer Bedeutung. 


Darstellung des Materials nach Dixon 


1 kg frische Pferdeleber wird 2 mal durch eine feinlécherige 
Fleischmaschine getrieben. Der Leberbrei wird mit 1200 ccm Wasser 


*) VI. Mitteilung: Diese Z. 240, 163 (1936). 
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versetzt und die Mischung 1 Stunde stehen gelassen. Nun wird 
zentrifugiert und je Liter des Zentrifugates 550 ccm 95 °/, iger 
Alkohol zugefiigt. Nach Stehen iiber Nacht bei Zimmertemperatur 
wird der Niederschlag zentrifugiert und die Fliissigkeit mit dem 
3 fachen Volumen Aceton—Athergemisch (3:1) gefillt. Das Rob. 
produkt wird mit Aceton gewaschen und iiber Chlorcalcium i, Y. 
getrocknet (Priparat I). 

Zur Reinigung wird das Produkt in wenig Wasser aui- 
geschliammt, 24 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert und 


die Fliissigkeit zur Entfernung inaktiven KiweiBes 10 Minuten auf 


55° erhitzt. Der entstehende Niederschlag wird zentrifugiert und 
das Zentrifugat wie oben mit Aceton—Ather gefallt (Priiparat IJ) 

Fiir die weitere Reinigung werden 25g Ferment mit 400 ccm 
Wasser und 250 g frisch gefalltem, chlorfreiem Tricalciumphosphat 
2 Stunden geschiittelt und filtriert. Zum Filtrat werden, wenn 
es noch dunkel gefarbt ist, nochmals 150 g Tricalciumphosphat 
gegeben und 3—4 Stunden geschiittelt und filtriert. Die ver. 
einigten Riickstaénde werden mit der doppelten Menge m/10-sekun- 
direr Natriumphosphatlésung 2 Stunden geschiittelt, filtriert, die 
Lésung 24 Stunden dialysiert, mit Aceton—Ather gefallt und wie 
beschrieben getrocknet (Praparat III). 


Aktivitatsbestimmung der Praparate 


Je 0,2g Ferment + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 + 10 cem Propy!: 
aldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. 1. Priparat I. 2. Priparat Il. 
3. Priparat III ohne Cozymasezusatz. 4. Priiparat II + 10 mg Cozymase* 
(ACo-Wert = 400000). 5. Praéparat III, + 10 mg Cozymase. 6. Priparat II]; 
nicht auf 55° erhitzt + 10 mg Cozymase. (Methodisches vgl. L. Reichel, 
II. Mitteilung, Diese Z. 224, 177—182.) 


























Tabelle I 
f _Gebundenes Pro vlaldeh d in m 0/ 
Nr. |Bisulfit in cem dae 5 | nd oe 
n/10-Jodlésung] angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 7,05 85,1 20,4 | 64,7 15,9 
2 15,05 85,1 46,0 | 89,1 44,9 
3 18,35 85,1 533 | 31,8 37.3 
4 8,50 95,6 246 2 8©| ©6710 74,0 
5 4,85 81 | 141 #| Tid 83,6 
6 5,25 85,1 | 15,2 | 69,9 82,0 











*) Herrn Prof. H. Albers sei fiir das zur Verfiigung gestellte Co- 
zymasepriparat herzlich gedankt. 
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Aus diesen Werten geht hervor, daB durch die weitere 
Reinigung keine Aktivitatssteigerung gegeniiber unseren Priiparaten 
(durchschnittlicher Umsatz 81—86 °/,) erzielt wurde. 


Eigenschaften und Wirkungen 


Die Trockenpriparate sind, da sie von Schutzkolloiden weit- 
gehend beraubt, héchstens 2—3 Wochen haltbar. 


Versuche mit Cozymase 


0,2 g Ferment (Priparat III) + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 
+ 10cem Propylaldehydlésung + 10mg Cozymase. 2 Stunden bei 37° in Luft. 


Tabelle I 
































Gebundenes Propylaldehyd in mg 0/ 
Bisulfit in eem 0 
n/10-Jodlésung angew. | gef. | umgew. Umsatz 

= - cee nora ene ee 7 . : a —_——— = 
4,85 85,1 | 14,1 | 71,1 83,6 
ccm Propionsiure in mg 0/ 
n/10-Ba(OH), © |_———_—__$ _____—____— Oe ee 
korr. gef. | ber. (dismutativ) Propionsiure 
5,90 43,7 | 45,4 48,2 








Aus Tab. II geht die ausschlieBliche Dismutationsleistung 
des Priparates hervor. 


Versuche mit Cozymase und Lactoflavin 


1. 0,2 g Ferment (Priip. III,) + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 
+ 10mg Cozymase + 1. 1,5 mg; 2. 3mg Lactoflavin. 2 Stdn. bei 37° in Luft. 


Tabelle III 









































Gebundenes Propylaldehyd in m | ) 2 
Nr. |Bisulfit in ecm}|——————_ senate i Bakes lo 
n/10-Jodlésung| angew. | gef. umgew. Umsatz 
i 8.5 95,60 | 2465 | 170,95 74,2 
2 6,5 9560 | 18,80 | 176,80 80,0 
; com Propionsiure in mg 0/ 
Nr. n/10-Ba(OH), |——— | a Sindee 
korr. gef. ‘ber. (dismutativ)| Propionsiiure 
1 8,34 61,60 | 45,30 68,0 
2 8,22 60,70 48,90 62,0 
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Das Lactoflavin fungiert als geeigneter Zwischenaccey, ,r. 
die Dehydrierungsreaktion hat eingesetzt. 


Versuche mit Cozymase und Flavoprotein 


0,2 g Ferment (Prap. III) + 20 ccm Phosphatpufferlésung py, = 73 
+ 6mg Cozymase + 1. 10mg; 2. 20mg reinstes Flavoprotein*). 2 Stunden 


bei 87° in Luft. 
































Tabelle IV 
| Gebundenes Propyialdehya in m oa 
Nr. Bisulfit in ccm PY y 5 "lo 
n/10-Jodlésung} angew. | gef. | umgew. Umsatz 
1 0,95 85,1 | 2,7 | 8234 96,7 
2 7,45 851 | 21,65 | 6845 74.3 
ccm Propionsiure in m 0 
a ML, Pha teriananielaeens. 3 “lo 
korr. gef. ber. (dismutativ) Propionsiiure 
10,76 79,5 52,5 75,9 
2 10,20 15,5 40,4 98,4 











Mit Flavoprotein wird der DehydrierungsprozeB vollzogen, 
Aus Tab. IV geht weiter hervor, da8 bei erhéhter Flavoprotein- 
Konzentration der Aldehydumsatz herabgemindert wird. Das 
kann man so deuten, daB das Flavoprotein eine gréBere Affinitiit 
zum Ferment hat als der Donator. 


Versuche mit Cozymase und Methylenblau 


1. 0,2 g Ferment (Prap. II) + 20 ccm Phosphatpufferlésung p,, = 7,8 
+ 6 mg Cozymase + 300 mg Methylenblau; 2. auBerdem 10mg Flavoprotein. 


Tabelle V 


















































| Gebundenes | ~—propylaldehyd in me 
Nr. |Bisulfit in cem|— cis citalbeget. "lo 
n/10-Jodlésung] angew. | gef, | umgew Umsatz 
1 5,85 85,1 | 16,85 | 68,25 80,02 
2 3,95 851 | 11,45 | 18,65 86,50 
ccm Propionsiure in m 0 
soem, J S lo 
korr. gef. ber. (dismutativ) | Propionsiure 
5,90 43,6 | 43,4 50,03 
10,76 79,5 | 46,9 84,90 


*) Herrn Prof. R. Kuhn sprechen wir fiir das freundlichst iiberlassene 
Flavoprotein unseren ergebenen Dank aus. 
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Das Fermentpriparat reagiert im Gegensatz zu unseren 
Priparaten nicht mehr mit Methylenblau. Das kommt daher, 
daB durch die weitere Reinigung das Flavoprotein restlos entfernt 
wird, wahrend unsere Praparate noch geringe Mengen davon ent- 
halten. Gleichzeitige Anwesenheit von Flavoprotein fiihrt, wie 
Versuch 2 Tab. V zeigt, zur Dehydrierung. 


Versuchsergebnis 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB keine Aldehyd- 
mutase im Dixonschen Sinne vorliegt, sondern eine Aldehy- 
drase, welche Aldehyde sowohl dismutiert wie auch dehydriert 


nach folgendem Schema: 
H H H 


| : | | 
(Apodehydrase-Cozymase] + R—C <— O—H <-> R—C <-> R—-C —> 
| | ps ] | 





|0| 10 10| 
Y 
H 
[ ye = - 
| Apodehydrase-Cozymasec + R—C—O—H <-> oe 
, H a i 
\ (0! JO 
Y yy: 
Apodehydrase + Cozymase 
NH 
Dismutationsvorgang: 
H H 
ye | | 
Cozymase¢ + R—C > Cozymase + R—C <— H 
H | | 
10| 0 > H 
DehydrierungsprozeB: 
H Va 


Cozymase€ + Zwischenacceptor ——> Cozymase + Zwischenacceptor¢ 
H H 


H 
Zwischenaeceptor€ + O, —> Zwischenacceptor + H,O, oder H,O 
H 


Die Oxydase, welche Dixon und Lutwak-Mann in einigen 
unserer Priiparate festgestellt haben wollen, wird wohl noch bei- 
gemengte Alkoholdehydrase gewesen sein. Aldehydrasepriparate, 
welche durch fraktionierte Fallung waBriger Leberextrakte mit 
10* 
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60—80°/,igem Alkohol gewonnen werden, sind sofort frei von 
Alkoholdehydrase, wahrend solche der Aceton—Atherfallung noch 
dieses Ferment enthalten. Die letzteren Priparate verlieren aber 
ihre Alkoholdehydrase-Aktivitit beim Liegen an der Luft in 
wenigen Tagen oder innerhalb mehrerer Wochen bei Aufbewahrung 
im Vakuum. Arbeitet man mit frisch dargestellten Aceton—Ather- 
Produkten, so fiihrt das zu einer Mehrbildung von Saure, und 
dadurch wird der Anschein einer direkten Oxydation des Aldehyds 
(Oxydasewirkung!) erweckt. 


Schrifttum 


1. L. Reichel u. H. Berezely, Diese Z. 203, 178 (1931); L. Reichel 
u. R. Wetzel, Diese Z. 224, 176 (1934); L. Reichel u. H. Kohle, 
Diese Z. 286, 145 (1985); L. Reichel u. K. Eckhoff, Diese Z. 287, 
214 (1935); L. Reichel u. W. Burkart, Liebigs Ann. 536, 164 (1938); 
L. Reichel, Habilitationsschrift, Karlsruhe 1933. 

2. M. Dixon u. C. Lutwak-Mann, Biochemic. J. 31, 1347 (1937); 
M. Dixon, Enzymologia (Nd.) 5, 198 (1938). 











qui 
gel 
mit 
ode 
ste 
mit 


vel 
7 

aes 
de} 
dei 
sti 


S1¢. 


Re: 
an 

Die 
Hil 
Lu 
ste 
die 
unt 
Be 


me 

















Uber die Bestimmung des Lactoflavins (Vitamin B,) 
in Naturprodukten 
Von 


Gulbrand Lunde, Hans Kringstad und Alf Olsen 


(Aus Hermetikkindustriens Laboratorium, Stavanger, Norwegen 
Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1939) 


Der eigentlichen Bestimmung des Lactoflavins muB eine 
quantitative Extraktion aus dem betreffenden Naturstoff voraus- 
gehen. Von den verschiedenen Forschern wird die Extraktion 
mit Wasser, Alkohol oder wiBrigem Alkohol vorgenommen mit 
oder ohne Zusatz von Siure. Wir haben bei unseren Bestimmungen 
stets die Extraktion zuerst mit 96°/,igem Alkohol und darauf 
mit 70°/,igem Alkohol auf dem Wasserbad vorgenommen’). 

Die Bestimmung des Lactoflavins im Extrakt kann nun nach 
verschiedenen Methoden erfolgen, entweder durch Uberfiihrung 
des Lactoflavins durch Bestrahlung in Lumiflavin und Messung 
der Absorption des gebildeten Lumiflavins, oder durch Messung 
der Fluorescenz des Lactoflavins selbst. Endlich kann die Be- 
stimmung durch Messung der Absorption des Lactoflavins im 
sichtbaren Licht erfolgen. 


Die Lumiflavinmethode 


Wir haben nach dieser Methode das Lactoflavin in einer 
Reihe von Produkten bestimmt, indem wir uns méglichst genau 
an die von Kuhn und Mitarbeitern?) angegebene Methode hielten. 
Die Messung der Extinktion erfolgte im Stufenphotometer mit 
Hilfe des Farbfilters ,S 45“ Das Absorptionsmaximum des 
Lumiflavins liegt bei 445 mu. Wir haben aber bei dieser Methode 
stets bedeutend niedrigere Werte erhalten als nach der Methode, 
die auf direkter Messung der Absorption des Lactoflavins beruht, 
und diese letzteren héheren Werte konnten durch biologische 
Bestimmungen bestitigt werden. 

Die Tab. 1 zeigt einige Bestimmungen nach der Lumiflavin- 
methode. Wir haben in der gleichen Tabelle auch die mit 








142 Gulbrand Lunde, Hans Kringstad und Alf Olsen, 


dem gleichen Material ausgefiihrten Bestimmungen nach der 
Absorptionsmethode und nach der biologischen Bestimmung mit 
aufgefiihrt. 

Wagner-Jauregg’) weist auch darauf hin, daB man nach 
der Lumiflavinmethode viel zu geringe Werte findet. Die Verluste 
kénnen bis zu 50°/, betragen. van Kekelen und Emmerie’ 
geben ebenfalls an, daB die nach dieser Methode erhaltenen Werte 
nur etwa 50—60°/, des wirklich vorhandenen Lactoflavins an- 


geben, und daB die prozentischen Verluste bei abnehmenden 


Lactoflavinmengen steigen. 


Emmerie) halt es auch nicht fiir ausgeschlossen, daB noch 
unbekannte Substanzen ein chloroformlésliches Produkt ergeben, 
das die Bestimmung stért. Der wichtigste Einwand gegen die 
Lumiflavinmethode ist aber nach Emmerie, daB die Uberfiihrung 
nicht quantitativ gelingt. Die Ausbeute hingt von der An- 
wesenheit von Verunreinigungen und von der Konzentration des 
Flavins ab. 

Trotzdem wird diese Methode von Schormiiller’) in einer 
Serie von Arbeiten iiber das Vorkommen des Lactoflavins ver- 
wendet. 

Die Fluorescenzmethode 


von Kuler und Adler’) bestimmen den Lactoflavingehalt 
durch Messung der Fluorescenz waBSriger Acetonextrakte. Bei 
dieser Methode ist darauf zu achten, daB die Fluorescenz des 
Lactoflavins in stark saurer und alkalischer Lésung verschwindet. 
Die Messung der Fluorescenz mu8 deshalb im Gebiet p, = 3—9 
erfolgen. Die Intensitéit der Fluorescenz ist aber nicht nur von 
dem p,, sondern auch von der Salzkonzentration abhingig. Dazu 
kommt noch, daB fast immer vorhandene fremde Substanzen durch 
ihre Fluorescenz oder Farbe die Bestimmung stéren kénnen. Die 
griine Fluorescenz des Flavins kann sogar durch andere fiuores- 
cierende Substanzen véllig gedeckt werden [Emmerie’)]. 


Die Bestimmung durch Messung der Farbe des Lactoflavins 


Bei der direkten Messung der Farbe des Lactoflavins ist es 
notwendig, den Extrakt vorher so weit zu reinigen, daB keine 
fremden Farbstoffe vorhanden sind, die die Bestimmung stéren 
kénnen. van Kekelen und Emmerie‘) haben eine Methode 
beschrieben, die auf einer von Koschara®) beschriebenen Reini- 
gung von Lactoflavinlésungen beruht. 
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Wir haben bei unseren friiheren Untersuchungen diese Methode 
in etwas modifizierter Form verwendet'). Nach dieser Methode 
wird das Lactoflavin im Extrakt auf Frankonit adsorbiert, und 
darauf mit einer Pyridin—Methanol—Wasser-Mischung eluiert. 
Eventuell vorhandene fremde Farbstoffe werden jetzt durch Oxy- 
dation mit Kaliumpermanganat in essigsaurer Lésung zerstort. 
Das Lactoflavin wird dabei nicht angegriffen. Bei der Anwendung 
dieser Methode: auf tierische Produkte erhielten wir Werte, die 
mit den biologisch gefundenen in guter Ubereinstimmung waren. 


' Die Tab. 1 zeigt einige solche Bestimmungen. 






































Tabelle 1 

Vitamin B, in y pro 100g 

Oxydations- | Reduk- 
Lumiflavin- |methodenach| ,. Biolo- 
methode | van Eekelen ee gisch 

u. Emmerie | methode 
Hering, klein. . . .. - 76, 80 400 350 
NN it aick 6 -« 0 60, 70, 100 310 200 
Brisling-Sardinen, . . . | 160, 180, 230) 620 350 
Dorschrogen, kons.. . - 650 600 
Taschenkrebsrogen, kons. 870 | 750 
Dorschleber, roh... . 700 650 
Milch, frisch. . .... 275 240 
Schweineleber, roh. . . 3500 | 3700 

Weizenkeime .... . - 120 850 | 440 

Fischlebermehl. . . . . 1860 7900 | 8750 3300 
Ochsenlebermehl . .. . | | 4200 4530 
Spinat. . . . « oe 495 | 350 330 
eee | 820 290 
Zuckererbsen. . ... - | 180 | 180 








Nach Schormiiller®) besitzt die direkte Messung der Farb- 
tiefe vorgereinigter Extrakte nur einen sehr begrenzten An- 
wendungsbereich. Bei vorheriger Oxydation stérender Begleit- 
substanzen sollen angeblich betrichtliche Farbstoffverluste ein- 
treten kénnen. 

Im Gegensatz hierzu haben wir nie Lactoflavinverluste durch 
Oxydation der fremden Begleitstoffe feststellen kénnen. Solche 
Versuche wurden auch mehrfach mit Lésungen von reinem Lacto- 
flavin durchgefiihrt. Bei der Anwendung dieser Methode zur 
Bestimmung von Lactoflavin, vor allem in pflanzlichem Material, 
erhielten wir aber gelegentlich zu hohe Werte. Es waren im 
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Extrakt Farbstoffe vorhanden, die sich, wie das Lactoflavin, durch 
Kaliumpermanganat in essigsaurer Lésung nicht oxydieren licfep, 
und deshalb die Messung des Lactoflavins stérten. | 

Wir haben deshalb die urspriingliche Methode etwas ab- 
geindert, und zwar haben wir von der EKigenschaft des Lacto- 
flavins Gebrauch gemacht, daB es sich reversibel durch Reduktion 
in eine farblose Dihydroverbindung iiberfiihren 14Bt. Man mift 
die Absorption des gereinigten Extraktes vor und nach der 
Reduktion. 

Bei Anwesenheit von groBen Mengen fremder Farbstofte 
haben wir es auch zweckmaBig gefunden, eine Oxydation noch 
vor der Adsorption mit Frankonit vorzunehmen. Die praktische 
Durchfiihrung der Methode gestaltet sich nun folgendermaBen: 

Es werden 20—50 g der Substanz je nach dem erwarteten 
Gehalt an Vitamin B, abgewogen. Die gesamte Lactoflavinmenge 
soll mindestens 50—60 7 betragen. Es wird die 5fache Menge 
96 °/,iger Alkohol zugesetzt und 10—15 Minuten auf dem Wasser- 
bad extrahiert. Man filtriert und der Riickstand wird noch 2 mal 
mit der gleichen Menge 70°/,igem Alkohol extrahiert. Die ver- 
einten Extrakte werden im Vakuum bei etwa 50° zu 100—125 ml 
eingeengt, mit Salzsiure auf p, =3 gebracht und mit Ather aus- 
geschiittelt, um Fett und iatherlésliche Farbstoffe zu entfernen. 
Es werden jetzt 6 ml einer 4°/, igen Kaliumpermanganatlisung 
zugesetzt. Nach 10 Minuten versetzt man mit Wasserstofisuper- 
oxyd, um das iiberschiissige Permanganat zu reduzieren. Jetzt 
wird mit Frankonit 1 Stunde geschiittelt. Das Adsorbat wird 
abfiltriert, mit destilliertem Wasser gewaschen und mit 50 ml 
einer Pyridin—Methanol-Wassermischung im Verhiltnis 1:2:3 
auf dem Wasserbad etwa 1 Stunde eluiert. Darauf wird filtriert 
und das Adsorptionsmittel mit 15 ml der obigen Mischung aus- 
gewaschen. Aus dem Eluat werden 2mal je 20 ml heraus- 
genommen. Die eine Probe wird mit 2 ml Eisessig und 2 ml 
einer gesittigten Kaliumpermangatlésung (6 g pro 100 ml) ver- 
setzt. Nach gutem Durchmischen lift man 10 Minuten stehen. 
Nachdem die Oxydation beendet ist, wird 1 ml einer 6 °/,igen 
Lésung von Wasserstofisuperoxyd zugesetzt, um das unverbrauchte 
Kaliumpermanganat zu entfernen. Jetzt wird filtriert und das 
klare Filtrat im Stufenphotometer in einer 3cm Kiivette ge- 
messen. Die Messung erfolgte mit dem Filter ,,VS 45“. 

Die Bestimmung der Extinktion der reinen Praparate von 
Lactoflavin ergab mit dem Filter .VS 45“ fir ein von Herrn 
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Professor Jansen erhaltenes Priparat By,?/™ = 3,08, fiir ein 
Priparat von Hoffmann-La Roche Bio 7/™ = 3,03. 

Bei der anderen Probe von 20 ml aus dem Eluat wird die 
Absorption mit dem Farbfilter ohne vorhergehende Oxydation 
gemessen. Darauf wird eine kleine Menge festes Natriumhydro- 
sulfit zugesetzt, bis die Farbe sich nicht mehr indert. Die 
Reduktion muB in neutraler oder schwach alkalischer Lésung 
erfolgen, da die Lésung sonst durch ausgeschiedenen Schwefel 
getriibt wird. Die Absorption dieser reduzierten Lésung wird 
jetzt wieder gemessen. Die Differenz aus den beiden Absorptions- 
messungen gibt die Absorption des Lactoflavins. 

Falls der Extrakt Farbstoffe enthalten hat, die sich durch 
Oxydation nicht zerstéren lassen, so wird der nach der ersten 
Methode erhaltene Wert zu hoch sein, der nach der :weiten 
Methode erhaltene aber den richtigen Wert angeben. Die Methode 
setzt voraus, daB der Extrakt keine gefarbten K6rper auBer 
Lactoflavin enthalt, die 1. durch Kaliumpermanganat in essig- 
saurer Lésung nicht oxydiert werden, und gleichzeitig 2. sich zu 
einer farblosen Verbindung reversibel reduzieren lassen. 

Die Tab. 2 gibt die experimentellen Belege. 

In Zweifelsfallen sollten die chemischen Bestimmungen stets 
durch biologische Versuche nachgepriift werden. 


Tabelle 2 








Vitamin B, in 7 a 





Oxydations- | N Binyl, , 
xy dations- eue Reduk- 4 fi » in Y 
methodenach| Oxy- In 25 g 

van Eekelen | dations- 
u. Emmerie _methode | ‘methode 


tions- Spinat pro a 








Spinat. 2... 1230 | 123 4,95 














25 g 

0 @ BOM . 5s es 87,5 | 87,5 3,50 
25¢ Spinat. ... . 89,0 | 89,0 | 8,55 
25 g Spinat + 25 y B, 112.5 | 87,5 3,50 
25 g Spinat + 25 y B, | 117 92 3,70 
25 g Spinat + 50,7 B, | 141 91 3,65 
25 g Spinat + 50 y B, | 134 84 3,35 
25 g Spinat +100 y B, 186 86 8,45 
25 g Spinat +100 y B, 184 84 3,35 


Biologische Bestimmungen des Lactoflavins 


__ Bei der biologischen Bestimmung des Lactoflavins haben wir 
bisher die Methode von Bourquin-Sherman®) verwendet. Als 





146 Gulbrand Lunde, Hans Kringstad und Alf Olsen, 


Lactoflavin-freie Vitamin B-Quelle verwendeten wir Peters Eluat 
aus Hefe und reines krystallisiertes Vitamin B,1). Peters Eluat ist 
nach Lunde und Kringstad”) eine gute Quelle fiir Vitamin B. 
Dagegen muB darauf geachtet werden, daB es verhiltnismiifig 
geringere Mengen von dem Filtratfaktor enthalt, daB deshalb die 
Dosis nicht zu gering sein darf. Bei unseren spiteren Versuchen 
haben wir die friihere Grundkost abgeindert, indem wir als 
Kohlenhydrat statt Starke Zucker verwendet haben, wie es auch 
Ansbacher, Supplee und Bender'!) empfohlen haben. 


Ratten mit einem Gewicht von etwa 30—40g wurden auf folgende 
Grundnahrung gesetzt: 


a 68 °/, Salzmischung. . . 4°, 
Extrahiertes Casein 18 °/, Lebertran .... 2%, 
Arachisél .... 8%, 


Dazu erhielten die Tiere noch 10 y krystallisiertes Vitamin B,-Hydro- 
chlorid pro Tier und Tag und 1,0 ml] Peters Eluat aus Hefe, nach der 
Originalvorschrift von Kinnersley, O’Brien, Peters und Reader" 
hergestellt. Nachdem die Tiere 3'/, Wochen auf dieser Grundkost gehalten 
waren, erhielten sie tiglich die zu untersuchende Substanz in einer solchen 
Menge, daB sie einer Lactoflavinzufuhr von 7 y, nach unserer chemischen 
Bestimmung ermittelt, entsprach. Der Versuch dauerte 5'/, Wochen. Die 
Tab. 3 zeigt das Ergebnis der Bestimmungen. 


Tabelle 3 


Biologische Bestimmungen des Lactoflavins (B,) 





Mittlere Lacto- Lacto- 
Anzahl} Gewichts- . 
; flavin flavin 
Ratten |Zunahme in] , 
5',Wochen]| 27 Jin 7/1008 


Substanz Menge 























Lactoflavin ... Ty 5 66 g 

Fischlebermehl. . 0,2 g 4 62 g 6,6 3300 
Ochsenlebermehl . 0,15¢ 4 64 ¢ 6,8 4530 
Spinat, konserv. 2,0 g + 62 g 6,6 330 
Zuckererbsen. . . 3,5 g 4 58 g 6,2 180 
Mais ....:-s 2,2 g 4 60 g 6,4 290 
Weizenkeimen . . 1,7 g 3 lll g (11,8) 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die biologischen Be- 
stimmungen mit den chemischen bei allen Versuchen in guter 
Ubereinstimmung waren, mit Ausnahme von Weizenkeimen, wo 
wir bei den biologischen Versuchen weit gréBere Gewichts- 
zunahmen fanden als der chemisch ermittelten Lactoflavinmenge 
entsprach. 
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Das gréBere Wachstum der mit Weizenkeimen gefiitterten 
Versuchstiere kann nur durch das Vorhandensein eines von Lacto- 
flavin verschiedenen Faktors in den Weizenkeimen erklirt werden, 
der in der angewandten Grundkost gefehlt hat, oder in un- 
zureichender Menge vorhanden war. Es besteht die Méglichkeit, 
daB die Grundkost den Bedarf an dem Filtratfaktor nicht ge- 
deckt hat. Diese Frage wird von uns weiter untersucht. 
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Uber das biologische Verhalten des Canavanins 
und Desaminocanavanins 
Von 


W. Appel 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1939) 


Das von M. Kitagawa und Tomiyama!) in der Jackbohne 
(Canavalis ensiformis) aufgefundene Canavanin C,H,,O,N, hat nach 
den Angaben von Kitagawa’) die Konstitution 


NH, -C(NH)- NH-O-CH, -CH,-CH(NH,)-COOH , 


welche er auch durch die Synthese beweisen konnte. Dieser in 
einer Menge von 2,5°/, der Trockensubstanz vorkommende Ko6rper 
ist insofern besonders interessant, als hiermit zum erstenmal in 
der belebten Natur ein Guanidinderivat bekannt wurde, dessen 
Guanidinkern durch Sauerstoff mit dem iibrigen Teil des Molekiils 
verkniipft ist. Durch Einwirkung eines als Canavanase bezeich- 
neten Fermentes aus Leber konnten die japanischen Autoren 
hydrolytisch Harnstoff abspalten und erhielten y-O-Hydroxyl- 
amino-c-aminobuttersiure 


NH, -0-CH,-+CH,-CH(NH,):COOH, 


die sie Canalin nannten. Die Untersuchungen sind bereits durch 
Gulland und Morris’) bestatigt worden. 

Die physiologische Wirkung des Canavanins in der Pflanze 
ist noch unbekannt. Doch stellten Kitagawa und Sakamoto 
fest, daB das Canavanin zuerst von den Cotyledonen in die Stengel 
und blatter der jungen Pflanze iibertritt und dann allmablich 
beim weiteren Wachsen verschwindet. Uber eine wachstums- 
fordernde Wirkung des Canavanins bei jungen Ratten, die mit 
einer Basaldiit ernihrt wurden, ist noch nichts AbschlieBendes 
zu sagen 4), 

Bei langerer Kinwirkung von H,O und auch von 90 °/,igem 
Alkohol verwandelt sich langsam bei Siedetemperatur, schlieBlich 
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auch bei 37° das Canavanin unter Abspaltung von NH, in Des- 


aminocanavanin ) 
C(NH)-NH-O-CH,-CH,:CH-COOH 
NH | 

Diese Substanz gibt im Gegensatz zu reinem Canavanin die 
Probe nach Sakaguchi, wahrend die Bordeauxfarbung mit durch 
Licht zersetzter Nitroprussidlésung bei beiden Kérpern zu beob- 
achten ist, jedoch beim Desaminocanavanin deutlich schwicher als 
beim Canavanin. 

Im Verfolg der im hiesigen Institut durchgefiihrten Unter- 
suchungen iiber das biologische Verhalten von Guanidinderivaten 
(Galegin ®), Arcain*), Guanidoglyoxalin *) und Octopin®)] interessierte 
uns das Canavanin im besonderen, weil hier durch die Bindung 
des Guanidinkernes im Sinne eines O-Hydroxylaminoderivates 
besondere Verhaltnisse geschaffen sind. 

Das Ausgangsmaterial verdanken wir der Freundlichkeit des 
Kolonialwirtschaftlichen Komitees. 

Nach den Angaben der japanischen Autoren, die ich in allen 
wesentlichen Punkten voll bestitigen kann, lieBen sich ohne 
Schwierigkeiten die beiden Basen aus dem 50 °/, igen alkoholischen 
Extrakt des entfetteten gemahlenen Materials gewinnen. Beim 
Desaminocanavanin konnte ich feststellen, daB nach lingerem 
Warten doch sowohl mit Pikrinsiure wie mit Flaviansiure 
Fiallungen entstehen, und zwar konnte ich ein Halbpikrat und ein 
Monoflavianat gewinnen. 





Desaminocanavaninhalbpikrat 


4,879 mg Subst.: 6,330 mg CO,, 1,740 mg H,O. — 5,460 mg Subst.: 
1,096 com Ny (18,5°, 757 mm). — 3,470 mg Subst.: 3,590 mg Nitronpikrat. 


(C;H,O,Ng)s C,H,0,N; 
Ber. C 35,09 H 3,87 N 23,04 Pikrinsiiure 41,87 
Gef. ,, 35,38 7 3,99 9, 23,41 9 43,78. 


Das Salz krystallisiert in gut ausgebildeten mikroskopischen 
Prismen und zersetzt sich bei 216—217°. 


Desaminocanavaninmonoflavianat 
5,233 mg Subst.: 7,410 mg CO,, 1,520 mg H,O. — 5,865 mg Subst.: 
0,753 cem N, (18,5°, 758 mm). 
C,;H,0,N,-C,,H,N,SO, Ber. C 38,04 H 3,19 N 14,80 
Gef. ,, 38,62 ,, 3,25 ,, 14,99. 


Das Salz zersetzt sich bei 225—226°. 
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Vom Canavanin erhielt ich noch ein in der Kilte rechj 
schwer lésliches Pikrolonat, das aber trotz haufigen Umkrystalli- 
sierens nicht ganz aschefrei zu erhalten war, so daB die Analysen. 
zahlen nicht voll befriedigen. 


Faulnisversuche 


I. 4g Canavanin wurden mit 0,5 g Pepton (Schering-Kall- 
baum) und 1 g Traubenzucker in 200 ccm H,O gelést und nach 
Zugabe von 2 Tropfen 10°/,iger MgSO,-Lésung und 2 Tropfen 
10 °/,iger Na, HPO,-Lésung mit einer Aufschwemmung von faulen- 
dem Pankreasgewebe geimpft und bei 38° gehalten. Nachdem 
in den ersten Tagen die Siuerung oéfter mit etwas Sodalésung 
abgestumpft war, entwickelte sich der typische Faulnisgeruch, 
Nach 31 Tagen ergab sich auf Grund einer Mikrobestimmung in 
einer Probe ein NH,-Stickstoffgehalt von 36,12 mg. Da ein gleich- 
zeitig angesetzter Kontrollfaiulnisversuch nach derselben Zeit zu 
einem NH,-Stickstoffgehalt von 33,8 mg fiihrte, war nur 2,32 mg 
NH, aus Canavanin frei geworden, was praktisch vernachlissigt 
werden kann. 

Nach Beseitigung der H,SO, mit Baryt wurde das Ammoniak 
bei Gegenwart von BaCO, im Vakuum abdestilliert. Jetzt be- 
seitigte ich das Barium genau mit H,SO, unter Vermeidung eines 
Uberschusses, engte zum Sirup ein und erhielt durch Zugabe von 
absolutem Alkohol einen hygroskopischen Niederschlag, der nach 
Absaugen 5,5 g wog. Nach Liésen in H,O fallte ich mit waBriger 
und alkoholischer Pikrinsiure bis zum Auftreten der Kongo- 
reaktion und erhielt 4,2 ¢ eines noch unreinen Pikrates. Nach 
3maligem Umkrystallisieren ergaben sich die Werte des Canavanin- 
monopikrates mit dem Schmelzp. 216—217°, waihrend Gulland 
und Morris*) 220° angaben. 

5,429 mg Subst.: 6,595 mg CO,, 1,910 mg H,O. — 5,155, 5,930 mg 
Subst.: 1,112 (18,7°, 739 mm), 1,266 (19,5°, 740 mm) cem Ng. 


C,H,,0;N,°C,H,O,N, Ber. C 32,58 H 3,79 N 24,21 
Gef. ,, 33,13 ,, 3,94 ,, 24,58, 24,26. 


Aus der Mutterlauge des Pikrates wurde nach Beseitigung 
der Pikrinsiure noch eine weitere Menge Canavanin als Flavianat 
gewonnen. Andere Substanzen lieBen sich nicht isolieren. Der 
gréBte Teil des Canavanins hat offenbar der Faulnis widerstanden. 


II. 4g Desaminocanavanin wurden unter den gleichen Be- 
dingungen wie oben das Canavanin der Faulnis iiberlassen. Ks 
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stellte sich heraus, daB nur 1,5°/, des Stickstoffs dieser Base dabei 
in Ammoniak iibergegangen war. Sie lieB sich in einer Menge von 
3,1g¢ wiedergewinnen. Analysen nach 2 maligem Umkrystallisieren. 

4,645 mg Subst.: 6,335 mg CO,, 2,510 mg H,O. — 4,548 mg Subst.: 
1,063 cem N, (18,8°, 737 mm). 

C.H,O,N, Ber. C 37,73 H5,66 N 26,41 
Gef. ,, 37,20 ,, 605  ,, 26,50. 

Die Substanz schmolz bei 262° und gab die Nitroprussid- 
probe und die Reaktion nach Sakaguchi. Andere Substanzen 
wurden nicht isoliert. 

Tierversuche 
Fiir die Versuche am Tier verwandten wir reines Canavanin 
Ber. C 34,07 H 6,87 N 381,81 Gef. C 34,89 H 7,11 N 31,60 


und Desaminocanavanin 
Ber. C 817,73 H 5,66 N 26,41 Gef. C 37,50 H 5,75 N 26,66. 
Subcutane Injektion bei Miusen. Canavanin und Des- 
aminocanavanin haben in Mengen bis zu 5 mg pro Tier keine 


- nachweisbare Wirkung. 


Subcutane injektion beim Hund hingegen fiihrte zu 


1 deutlichen Vergiftungserscheinungen, wenn 200—400 mg Cana- 
 vanin pro Kilogramm verabreicht wurden. Nach etwa 1/, Stunde 
_ trat Erbrechen auf und bald darauf zeigten sich tonische Krimpfe 
_ gerst der hinteren Extremitiiten, die dann auf die Vorderbeine 


- und schlieBlich auf den ganzen Ké6rper iibergriffen. Dann trat 
' grobe Miidigkeit ein, die in einen narkoseartigen Zustand iiber- 


ging. Auch war ein deutlich vermehrter SpeichelfluB festzustellen. 


| Am anderen Tag hatte sich das Tier nach tiefem Schlaf erholt. 


Nur hie und da bestand noch einige Tage eine gewisse Neigung 
zu leichten Kréampfen der hinteren Extremititen. 

Nach Injektion von insgesamt 3g Canavanin wurde der 
Harn des 4,6 kg schweren Hundes gesammelt und zeigte eine 
gewisse Verstirkung der Sakaguchiprobe gegeniiber normalem 
Hundeharn. Die mit PWS. fallbaren Basen wurden freigemacht 
und ihre schwach schwefelsaure Lisung nach starkem Kinengen 
und Beseitigen des Kaliums durch Fallung mit Methanol mit 
Flaviansiure gefallt. Die aus dem Flavianat gewonnene Lisung 
der freien Basen zeigte eine deutliche Sakaguchische Probe 
und nach einiger Zeit eine schwache Weinrotfairbung mit durch 


: Licht zersetzter Nitroprussidlésung. Nach Einengen zur Trockne 


wurde durch Aufnehmen mit warmem Alkohol Kreatinin beseitigt, 
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und es blieb ein sparlicher Riickstand, der noch die beiden ge. 
nannten Proben gab, aber nicht zur Analyse ausreichte. 
diirfte sich um Spuren von Desaminocanavanin gehandelt haben, 
Canavanin wurde nicht gefunden. Da Canavanin schon in wiBriger 
Lésung langsam in Desaminocanavanin iibergeht, wire das Aut. 
treten des letzteren in diesem Harn nicht iiberraschend. 

Kin dhnliches Vergiftungsbild bekommt man mit gleichen 
Dosen Desaminocanavanin. Nur wird der narkoseartige Zustand 
hier vermi8t, was besonders auffiel, weil die Versuche an ein 
und demselben Hund durchgefiihrt wurden. 


Blutzuckerversuch 


Der gleiche Hund bekam in niichternem Zustand 220 mg 
pro Kilogramm Canavanin in wafriger Lésung subcutan unter 
die Riickenhaut, Der Niichternwert betrug 92 mg-°/, (Bestimmung 
nach Hagedorn-Jensen). Nach Injektion (y) trat fir mebhrere 
Stunden eine leichte Steigerung auf, doch kam es nie zu einer 
Senkung des Blutzuckerspiegels unter die Norm, wie sie bei 
anderen Guanidinderivaten, z. Bb. beim Galegin [H. Miller und 
H. Reinwein?®)], beobachtet wurde. 

Zeit 
755 910) g 30 g45 190° 1015 1045 115 1145 12 1245 1345 15°° 17°° 19” 
Blutzuckergehalt in mg-°/, 
92 89 89 106 114 111 i112 96 118 112 92 118 94 92 8 


Das Desaminocanavanin zeigte auch bei doppelter Dosis 
iiberhaupt keine Beeinflussung des Blutzuckergehaltes. 

Blutdruckwirkung. Weder Canavanin noch Desamino- 
canavanin konnten in i. v.-Dosen von 30 mg pro Kilogramm ‘ier 
den Blutdruck des Hundes (Pernoctonnarkose) beeinflussen. 

Wirkung auf den Darm. 5 ccm einer molaren Lésung 
von Canavanin sowie 10 ccm einer m/10-Lésung von Desamino- 
canavanin auf 100 ccm Tyrodebad lieBen das darin aufgehingte 
Jejunumstiick des Meerschweinchens leicht erschlaffen. AuBerdem 
war der Darm nach Zugabe von 5 ccm einer }/, mol. Losung 
von Canavanin und von 20 ccm einer 1/,, mol. Lésung von Des- 
aminocanavanin jeweils zu 100 ccm Tyrodebad durch 2 y Histamin 
nicht mehr zur Kontraktion zu bringen, die nach Auswasche 
und Erneuerung des Tyrodebades wieder wirksam wurden. Diese 
beiden Basen teilen diesen hemmenden Einflu8 auf die Histamin- 
wirkung mit Arginin [S. Edlbacher und Mitarbeiter!)] und 
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deren Guanidinderivaten, woriiber kiirzlich aus diesem Institut 
herichtet wurde [Ackermann und Wasmuth!%)). 


Versuche am Frosch 


Bei Anwendung hoher Dosen (100 mg) kam beim Frosch in 
der Liwen-Trendelenburgschen Versuchsanordnung?*) eine 
deutliche GefiiBverengerung zustande, wie sie sich in gleichem 
MaBe mit 2 mg Guanidinsulfat!*) erzielen liBt. Unter den gleichen 
Bedingungen lieB Desaminocanavanin keine Wirkung erkennen. 

Im Gegensatz zum Guanidin?!>) erhilt man beim Gastrocne- 
mius des Frosches keine Zuckungen, wenn man der umgebenden 
Froschringerlésung Canavanin bzw. Desaminocanavanin auch in 
hohen Dosen zugibt. 

Auch die Froschpupille wird in ihrer Weite durch keine der 
beiden Basen beeintluBt. 

Das Fehlen einer Blutdruckwirkung am Warmbliiter und 
einer Senkung des Blutzuckerspiegels bei den beiden Basen liebe 
sich allein schon durch den hindernden Eintlub der Carboxyl- 
sruppe erkliren, die’ z. B. die Veranlassung ist fiir das pharma- 
kologisch indifferente Verhalten des Arginins. Andererseits muB 
die Wirkung auf die quergestreifte Muskulatur des Warmbliiters 
auf den Guanidinkern bezogen werden, der wegen seiner Sauer- 
stoftbindung mit der Seitenkette hier offenbar mehr zur Geltung 
kommen kann als beim Arginin. Die GefifSverengerung beim 
Kaltbliiter, sowie die leichte Steigerung des Blutzuckerspiegels 
erinnern etwas an die Wirkung des Adrenalins. Doch fehlt die 
Wirkung auf die Froschpupille und den Blutdruck des Warmbliiters. 

Der Saprophytenwirkung widerstehen sowohl Canavanin als 
auch Desaminocanavanin weitgehend. Das von den japanischen 
Autoren in der Leber gefundene Ferment Canavanase tritt bei 
der Saprophytenwirkung offenbar nicht auf. Auch kommt es 
nicht zu einem Ubergang des Guanidinkernes in den Harnstoff- 
kern, wie es sich bei der bakteriellen Zersetzung des Kreatins!°), 
Arcains!") und Citrullins!’) als Effekt einer Guanidodesimidase 
erweisen laBt. Es ging das auch aus dem negativen Ausfall der 
Probe nach Barrenscheen und Weltmann auf Harnstoff und 
‘larnstoffderivate bei beiden Faulnisversuchen hervor. 


_ Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir 
( berlassung der Mittel zur Durchfithrung der Arbeit zu Dank 
‘rpflichtet. 
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Zur Kenntnis der Beziehung des Histamins 
zum anaphylaktischen Schock ’°) 
Von 


D. Ackermann und W. Wasmuth 


Mit 7 Figuren im Text 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1939) 


Die von S. Edlbacher und Mitarbeitern!) gemachte Beob- 
achtung, daB die kontrahierende Wirkung des Histamins auf den 
Meerschweinchendiinndarm durch Arginin, Histidin und einige 
andere biologische Kérper verhindert werden kann, konnten wir 
voll bestatigen?). Wir zogen noch eine ganze Reihe weiterer 
Substanzen zur Priifung in gleicher Richtung heran und kamen 
zu dem Resultat, daf die Voraussetzung fiir eine solche Brems- 
wirkung das Vorhandensein einer freien substituierbaren NH-Gruppe 
ist, wie sie einerseits bei den Guanidinderivaten vorliegt, soweit 
sie die Sakaguchi-Farbenreaktion geben, andererseits gehdéren 
dazu Imidazolderivate, die wie das Histamin die freie Iminogruppe 
un Imidazolkern tragen. Aber auch aliphatische Substanzen, wie 
z. B, Spermin und Spermidin wirken gleichfalls bremsend. Hinder- 
lich ist fiir den Effekt, wenn das Molekiil Sauerstoff in zu grober 
Nihe der Iminogruppe tragt (Citrullin, Sarkosin, Methylharnstoff, 
Guanidinessigsaure u. a.). 

Die bremsende Wirkung machte sich beim Arginin sogar 
noch im Verbande des EiweiBmolekiils geltend, so daB die so 
sae | 

Wir stellten nun folgende Theorie auf, die sowohl die Histamin- 
wirkung betrifft, wie auch die Bremsung durch die obengenannten 
\Grper verstindlich machen soll. Wir unterscheiden beim Histamin 

*) Teilweise vorgetragen von D. Ackermann auf der Siidwest- 
lcutschen-Schweizerischen Physiologentagung in Heidelberg am 6. Mai 1939. 
veferat in der Z. analyt. Chem. 

**) Es ist dies iibrigens eine weitere Stiitze fiir die Tatsache, dab der 

anidinkern des Arginins im Verbande des Eiweifmolekiils frei ist. 
in? 
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und denjenigen seiner Derivate, die ihm pharmakologisch ‘ihn! 
sind, zwischen dem Teil des Molekiils, der die Wirkung bedi 
und derjenigen Gruppe, die dem Kdérper die biologische 


eriffsméglichkeit gibt. Die Wirkung halten wir fiir abhinvig 


vom Imidazolkern; fiir seine Verankerung muB als biolo 
scher Angriffspunkt seine Iminogruppe frei sein. Dabei wird 
zwar die pharmakologische Wirkung, nicht aber die biologis: 
Verankerung behindert, wenn, wie z. B. im Falle des Histidins 
sich Sauerstoff 1m Molekiil hindernd geltend macht. 

Die bremsende Wirkung der genannten Stoffe, von de: 
eine weit gréBere Menge angewandt werden mu als das ja 


schon in minimalen Dosen wirksame Histamin, machen wir uns 


verstindlich aus einer Art Massenwirkung ihrer Iminogruppe: 
die es verhindern, daB die Iminogruppe des Histamins bzw. sein 

wirksamen Derivate zur biologischen Anheftung kommt. Scho 
Edlbacher und Mitarbeiter stellten fest, dab die Bremsung durch 


Arginin, Histidin usw. fiir Histamin spezifisch ist. Ganz 


besonders versagt sie gegeniiber Acetylcholin und Cholin, und 
das macht dies Verfahren iuBerst wertvoll zum biologischen Nach- 
weis des Histamins. So entschlossen wir uns, dieses neue ‘est- 
verfahren zur weiteren Klarung der viel umstrittenen Frage nach 
der Beziehung des Histamins zum anaphylaktischen Schock heran- 
zuziehen. 

Man neigt neuerdings immer mehr der Anschauung 
daB die Auswirkung des anaphylaktischen Schocks in einem plitz- 
lichen Freiwerden von Histamin aus den Geweben besteht, an 
deren Gehalt an Histamin nicht mehr gezweifelt werden kann 
Auf die Entstehung und Begriindung dieser Auffassung*) sowie 
die Griinde, die man dagegen anfiihrte, kann hier nicht eingegangen 
werden. Eine véllige Kinigung besteht aber noch nicht, denn noch 
vor kurzem®) wurde behauptet, daB sich die anaphylaktische Reak- 
tion grundsitzlich von der Histaminwirkung unterscheidet. Wir 
haben nun eine Reihe von Versuchen angestellt, die die Aui- 
fassung einer Histaminwirkung im Verlauf des anaphylaktische 
Schocks wesentlich zu unterstiitzen vermégen. Schon seit linger 
hat man sich davon iiberzeugt, dab es gelingt®), den Darm eines 
mit Serum sensibilisierten Meerschweinchens im _ kiérperwarme! 
Tyrodebad durch Zusatz einer klemen Menge des gleichen Serums 
einmal zur Kontraktion zu bringen, und dadureh ist der Mec! 
nismus der anaphylaktischen Reaktion dem experimentellen Studi 
wesentlich zuginglicher geworden (Methode von Schultz-Da! 
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So haben neuerdings Nakamura und Takahashi®) mit dieser 
ersuchsanordnung die Beziehung des Histamins zum anaphylak- 
schen Schock zu klaren versucht. 

Es gelang ihnen, die durch Serumzusatz zum '‘l'yrodebade 

anaphylaktischen Meerschweinchendarm an sich auslésbare 
Schockkontraktion an einem zweiten Darmstiick desselben Tieres 

unterdriicken, wenn sie dem Thyrodebade vorher entweder 
iacheinander Acetylcholin, Atropin und Nicotin zugaben oder nur 
Nicotin und Atropin und schlieBlich auch Nicotintartrat allein. 
Vabei gelang es, ohne dab vorher gespiilt wurde, mit Histamin 
egelmabig eine Kontraktion hervorzurufen. Die Autoren ziehen 
daraus den SchluB: ,.La réaction anaphylactique differe essenti- 
ellement de la réaction 4 l’histamine; le siége de la premiere n’a 
ien a faire avec celui de la derniére.“ 

Wir halten diese Beobachtungen fiir wertvoll und haben sie 
iachgepriift. Dabei stellte sich heraus, dab Nicotintartrat in einer 
Konzentration von 1:1000 des T'yrodebades in der Tat die durch 
Serum auslésbare Schockkontraktion eines sensibilisierten Meer- 
schweinchendarmes zu unterdriicken vermag, Histamin hingegen, 
wie die Autoren angeben, in einer Konzentration von 1:167000 
300 7 aut 50 ccm Tyrodebad) eine deutliche Kontraktion hervor- 
ruft, also nicht durch die angewandte Nicotinmenge gebremst 
ird. Gegen diese Versuche ist indessen einzuwenden, dab die 
vewihlte Histaminmenge unphysiologisch hoch genommen wurde. 
Wir wiederholten deshalb den gleichen Versuch mit der Abwand- 
ung, daB wir eine Histaminkonzentration von 1:12,5 Millionen 

7 Histamin auf 50 ccm Tyrodebad) verwandten, eine Menge, 
nit der man leicht Kontraktionshéhen erreicht, wie sie durch den 
Serumschock bewirkt werden. Hier stellte sich nun heraus, daB ; 
nicht mehr zu einer Histaminkontraktion kam, also in diesem 
ile sowohl Serumschock wie Histaminwirkung durch Nicotin- 
rtrat unterdriickt wurden. 

Bei unsern spiateren Versuchen haben wir daher Nicotin- 
rtrat nicht mehr benutzt, weil es selbst eine voriibergehende 
ntraktion hervorruft und auBerdem seine bremsende Wirkung 

Histamin in angemessenen Dosen nicht spezifisch ist. Denn 
uv konnten uns tiberzeugen, daB auch die Wirkung von Acetyl- 

lin durch Nicotintartrat unterdriickt wird. 

Wir haben uns vielmehr des Edlbacherschen Testes mit 
\rginin, Histidin und Spermin bedient, denn dieser bietet den 

oben Vorteil, daB als Bremsmittel biologische, als 
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Kxtraktivstoffe im Tierkérper vorkommende Substan 
zur Anwendung gebracht werden, die, soweit wir sehen konn 
keine Schiidigung des Gewebes hervorrufen. Das Wertvol 
dieses Testverfahrens aber besteht darin, dai es fiir Histam 
spezifisch ist. 

1. Der Darm eines anaphylaktischen Meerschweinchens kav 
durch das zur Sensibilisierung verwandte Serum nicht zur K. 
traktion gebracht werden, wenn dem ‘T'yrodebade vorher Argin: 
beigemengt war (Fig. 1). Ebenso wirken Histidin und Spermi 


Y Neuer Darm 





A ee ‘ 
0.1 cem 5,0cem 0,1 cem A 0.1 eem 2% 
Serum 1/, mol Serum  Spiilen Serum — Hista- 
Arginin min 
Fig. 1 
Darm eines mit Schweineserum vorbehandelten Meerschweinchens, spricht nach Argi 


behandlung auf Serum nicht an. Nach Spiilung auf Serumzusatz wiederum keine Reakt 
wohl aber auf Histamin 


2. Die Unterdriickung der Histaminwirkung beim Meer- 
schweinchendarm, gleichgiiltig ob er sensibilisiert oder nicht sensi- 
bilisiert ist, gelingt nicht nur, wenn, wie beschrieben, Arginin. 
Histidin usw. dem Tyrodebade einige Minuten vor dem Histamin- 
zusatz zugegeben werden, sondern auch bei gleichzeitiger Vera 
reichung von Arginin und Histamin (Fig. 2). 





‘ tf 
1.0 cem 4); mol. Spilen ly 
Arginin + ly Histamin 
Histamin 
Fig. 2 
Darm eines normalen Meerschweinchens, spricht auf eine gleichzeitig gegebene Mis 


von Arginin und Histamin nicht an, wohl aber nach Spiilung auf Histamin allein 


3. Dementsprechend gelingt es auch, die Schockkontraktiou 
durch Serum zu verhindern, wenn dem Serum die entsprechene 
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\rgininmenge beigemengt ist und beides gleichzeitig verabreicht 

4. Es gelingt sogar, die bereits in Gang gebrachte Histamin- 
kontraktion, ehe sie noch vollstiindig ist, aufzuheben, wenn recht- 
eitig nach dem Histamin Arginin gegeben wird (Fig. 4). 





n se A 
0.1 eceem Serum 0,lcem 2y 
+ 3,0cem Arginin Serum Hista 
Spiilen mit 
Fig. 3 
Darm eines durch Schweineserum vorbehandelten Meerschweinchens, spricht auf ein gietct 


tig gegebemes Gemenge von Serum und Arginin nicht an. Nach Spiilung keine Wirkung 
durch Serum, wohl aber durch Histamin 





A A AA A A 

. ' 12,0 eem i 

‘7 Spiiler t/, mol. Spiilen A 

1 } Arginin -] 
Histami ly Histan 


Histamin 
Fig. 4 
iler Meerschweinchendarm. Die mittlere Zacke ist verkiirzt, weil noch vor Beendigung 
der Kontraktion Arginin gegeben wurde 


5. Diese Aufhebung der Kontraktion aut halbem Wege gelingt 
iuch, wenn man, statt wie in Versuch 1 das Arginin dem anaphy- 
laktisehen Darm vor Auslésung des Serumschocks zuzugeben, so 
vorgeht, daB man bei einem anaphylaktischen Darmstiick durch 
das entsprechende Serum erst die Kontraktion beginnen liBt und 
noch bevor sie ihre volle Hohe erreichen konnte, Arginin hinzu- 
sibt. Man erhilt dann immer eine deutlich kiirzere Zacke. Wir 
halten dies fiir einen besonders iiberzeugenden Beweis der Beteili- 
sung des Histamins am anaphylaktischen Schock (Fig. 5). 

Nach Ablauf der Versuche wurde mit Pemdblivca mehrfach 
yewaschen und es stellte sich jedesmal heraus, daB die Serum- 
kontraktion nicht zum zweitenmal ausgelést werden konnte, 
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Histamin aber wieder deutlich wirksam war. Da die Schock- 
kontraktion in derselben spezifischen Weise wie die Histam 
wirkung unterdriickt wird und es auch gelingt, beide auf halbem 
Wege autzuhalten, muB es sich in der T'at beim anaphylaktiscle: 
Schock um eine Beteiligung des Histamins handeln. Die Antig: 
Antikérperreaktion lauft unbehindert durch Arginin ab und nm 
das als Folge dieser Reaktion freigewordene Histamin kann sei: 
Wirkung nicht entfalten. 


Neues Darmstiick 





0.1 cem  Spitilen 0,leem 3,0¢e¢cm 0,1 eem ly 
Serum Serum 1/, mol. Serum Histamin 
Arginin Spiilen 
Fig. D5 
Darm eines mit Schweineserum vorbehandelten Meerschweinchens. Die mittlere Zack 
<urzer als die Kontrollzacke links, weil es gelang, die durch Serum ausgeléste Histat 
ausschiittung durch rechtzeitige Arginingabe auf halbem Wege zu unterdriicken 


Wir kénnen danach entsprechend der Anschauung von Dal: 


den Vorgang am anaphylaktischen Darm in zwei Phasen aufteilen. 
I. Phase: Antigen-Antikérperreaktion fiihrt zur Aus- 


schiittung des Histamins (Ausschiittungsphase). 


I]. Phase: Pharmakologische Wirkung des in de! 


ersten Phase ausgeschiitteten Histamins(Wirkungsphase 
spezifisch zu unterdriicken durch Arginin. 


Somit schlieBt die anaphylaktische Reaktion die 


Histaminreaktion ein, aber nicht umgekehrt. 


6. Um noch weiter die Spezifitiit des Edlbacherschen Arginin- 
testes zu beweisen, haben wir ihn auch auf Cholin angewanat 
und festgestellt, daB die Reizwirkung des Cholins auf den Darm 
durch Arginin nicht unterdriickt wird (Fig. 6). Ebenso verhiil! 


sich Acetylcholin, wie schon Rothlin?) ermittelte. 


7. Nicht spezitisch fiir Histamin sind auch gewisse Phenolithe 


(Thymoxyithyldiithylamin, Praparat 929 F. und andere), die v 
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\. Staub und D. Bovet") zu abnilich gerichteten Untersuchungen 
yandt wurden. 
Sie konnten hiermit sowohl die Histaminwirkung am Meer- 
hweinchendiinndarm als auch die Serumschockwirkung am sensi- 
lisierten Diinndarm unterdriicken und schlieBen daraus auf eine 





A A A A A A 
j | 
leemCholin Spilen Spiilen 
1: 10000 1LOQcem 1¢em Leem 
4/, mol. Cholin Cholin 


Arginin 1:10000 = 1: 10000 
Fig. 6 
ler Meerschweinchendarm. Arginin ist nicht imstande, die Cholinwirkung zu unter- 


lriicken 


cewisse Parallelitat der beiden Erscheinungen. Dieser Schlub 
setzt aber voraus, daB die Bremsung durch 929 F fiir Histamin 
spezifisch ist. Wir haben dies nachgepriift. Mlle. A. M. Staub 
hatte die Freundlichkeit, uns das Priparat 929 F zur Verfiigung 
uu stellen, und wir konnten ihre Angaben iiber die Wirkung am 
solierten Darm voll bestitigen. Es ergab sich indessen, dab 
uch die durch Cholin und Acetylcholin hervorgerufenen Kon- 
traktionen damit verhindert werden, so dab also eine spezitische 
Wirkung auf Histamin nicht vorliegt. 





2.0 ecm 2.0 cem 2.0 cem 2.0 eem 
Cholin 929 F Cholin Cholin 
1: 10000 1: 100000 1: 10000 1: 170000 
Spiilen 
Fig. 7 


nes normalen Meerschweinchens. Thymoxyathyldiithyvlamin (929 F) unterdriickt 
auch die Wirkung des Cholins, ist also nicht spezifisch fiir Histamin 


Dasselbe gilt auch fiir die Versuche von Farmer§), der 
iockkontraktion und Histaminwirkung mit Urethan unterdriickte. 
ch das Urethan ist nicht spezifisch, denn wir konnten fest- 
‘en, daB es auch das Acetylcholin bremst. 
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Die Meerschweinchen wurden teils mit Pferdeserum teils 
Schweineserum durch subcutane Injektion von 0,1 cem sensibilisier 
und nach 16—25 Tagen zum Versuch genommen. Die Diinn- 
darmstiickchen von etwa 2 cm Linge wurden in 50 cem Tyroide- 
lésung von 37° aufgehingt. Nachdem zur Kontrolle durch Zuga\e 
von 0,1 ccm desselben Serums die Schockkontraktion ausgelis 
war, wurde bel einem zweiten Darmstiick des gleichen Tieres 
Versuch durchgefiihrt. Die Versuche lieBen sich mehrfach wiede 
holen nicht nur mit verschiedenen Darmstiicken des gleic/), 
sensibilisierten Tieres, sondern auch mit denen verschiede 
Tiere, ohne dafb wir einen Versager salen. 

Versuche, die anaphylaktische und die Histaminwirkung 
ganzen Tier zu unterdriicken, sind im Gange; auch soll versuchi 
werden, andere Desensibilisierungen, die vielleicht therapeutisc’ 
Wert haben, in ahnlicher Weise durchzufiihren. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Enzymatische Sarkomstudien. I 


EinfluB der Cytochromkomponenten und der Diaphorase 
auf die Dehydrierung von l- und d-Lactat und Succinat 


Von 
Hans von Euler und Harry Hellstrom 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mai 1939 


In kiirzlich mitgeteilten Versuchen!) wurde die Dehydrierung 
von l- und d-Lactat und von Succinat durch Extrakte von 
Jensen-Sarkomen und von Primordialblittern chlorophylldefekter 
Mutanten mit der Thunberg-Methodik untersucht. Diese Ver- 
suche wurden fortgesetzt durch Messungen der OQ, - Zehrung 
in den Systemen Lactat—Co I (bzw. Succinat) + Cytochrom- 
komponenten + Cytochromoxydase + Diaphorase + der ent- 
sprechenden Dehydrase. Die hier angegebenen Versuchsergebnisse 
werden demniichst mit denen friiherer Mitteilungen vom Gesichts- 
punkt des fiir Sarkome spezifischen Stofftumsatzes an Aminosiauren ° 
zusammengefaBt werden. 


Darstellung der Reaktionskomponenten 

Lactico-dehydrase und in einigen vergleichenden Versuchen 
auch Succino-dehydrase wurden aus 24 Stunden dialysierten 
Jensen-Sarkomextrakten gewonnen, in welchen, wie wir schon 
triiher’) festgestellt haben, die Konzentration der Cytochrom- 
komponenten rund 5°/, von derjenigen im Muskel betrug, waihrend 
ler Diaphorasegehalt etwa 10°/, von demjenigen im Herzmuskel 

'! Euler, Hellstrém u. Giinther, Sv.Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 15 B, 
Nr. 8 (1939). . 

*) Fiir die sehr freundliche Uberlassung von d(—)-Glutaminsiure, die 
Herr Kollege V. Bruckner, Szeged, nach seiner Methode dargestellt hat, 

chten wir ihm schon an dieser Stelle verbindlichst danken. 

Diese Z. 255, 159 (1938). 
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ausmacht. Fir Parallelversuche wurde Succino-dehydrase ay; 
Herzmuskelextrakt dargestellt, und zwar durch Adsorption an 
CaCO, nach einer schon friiher von uns angegebenen Method 


Wir konnten Cytochrom b sowohl von Cytochrom a als von 
Cytochrom c betreien. Dagegen ist uns die vollstandige Reini- 
gung von Cytochrom a, also die quantitative Abtrennung von 
Cytochrom b noch nicht gelungen. Zur Reindarstellung von Cyto- 
chrom b sind wir tolgendermaBen verfahren: 10 cem Phosphat- 
extrakt von Herzmuskel wurden mit 1 cem 10°/,iger Natriun- 
cholatlésung versetzt, wodurch eine klare braunrote Liésung 
halten wurde. Hierauf wurden unter lebhaftem Schiitteln 3—4 ccm 
elner gesittigten Ammoniumsulfatlésung zugesetzt, wodurch eine 
reichliche Fallung entstand, welche Cytochrom a und b in un- 
gefiihr gleichen Teilen enthielt. Die Fallung wurde abzentrifugier 
und nach vorgenommener Dialyse als Praparat ,,;Cytochrom (a + b\" 
verwendet. Die iiberstehende klare Lisung setzte nach ein paar 
Stunden noch einen voluminésen Niederschlag ab; es zeigte sich, 
daB derselbe Cytochrom b, und zwar frei von spektroskopisch 
nachweisbaren Mengen von Cytochrom a und c, enthielt. Nunmebr 
befand sich in der Lésung nur noch Cytochrom c. 


Cytochrom b konnten wir auch erhalten durch Extraktion 
der erstgenannten, Cytochrom a und b enthaltenden Fallung mit 
sekundirem Phosphat. Dadurch kann man die Cytochrome a und | 
in elnem anderen, mehr Cytochrom a enthaltenden Verhiiltnis 
gewinnen. Kine weitgehende Reinigung des Cytochroms a wird 
aber auch hierdurch nicht erzielt. Die KCN-Wirkung und (u- 
Katalyse werden spater eingehend untersucht werden. 

Das Cytochromoxydase-Priparat wurde durch Adsorption au 
Magnesiumcarbonat erhalten. Wir schiittelten 10 com Phosphat- 
extrakt mit etwa 50 mg Magnesiumcarbonat und zentrifugierten 
kurze Zeit. Die Lésung wurde abgegossen und das Adsorbat 
mit wenig Wasser gewaschen; es wurde hierauf mit sekundirem 
Phosphat eluiert. 

Die Diaphorase wurde nach der von uns friiher angegebenet 
Methode*) durch Aceton—CO,-Fallung eines Herzmuskelextraktes, 
Auflésen des Niederschlages in (0,1 n-NH, und Fiallung mit 
Ammoniumsulfat dargestellt. 


1) Euler u. Hellstrém, Sy. Kem. Tidskr. 51, 68 (1939): Euler. 
Hellstrém, Giinther. L. Elliot u. 8. Elliot, Diese Z. 259, 201 (193°. 
2) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 31 (1988). 
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Us Versuche 
In Versuch 1 (Fig. 1) wurde der EinfluB gepriift, welchen 
rschiedene Cytochromkomponenten auf die Sauerstoffaufnahme 




















On des Systems Succinat—Succino-dehydrase besitzen. Ks wurde eine 
ule systematische Versuchsreihe angestellt (Kurven 1—7), bei welchen 
Mn die verschiedenen Enzymfraktionen zugesetzt wurden. Es zeigte 
- sich. daB eine erhebliche Sauerstoftaufnahme nur dann eintrat, 
Mt- wenn Cytochrom a + b, Cytochrom c und Cytochromoxydase zu- 
l- cesetzt wurden, d. h. wenn das vollstandige Cytochromsystem in 
r- der Reaktionsmischung (Kurve 1) anwesend war. Fehlt das Cyto- 
— \ ‘ 
mn chrom ¢c, so tritt praktisch keine Sauerstoftzehrung innerhalb der 
ne ersten 30 Minuten ein. Cytochrome ist also zweifellos notwendig. 
ne ca Seen 
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; Keaktionsmischung n 
‘( r 1 2 oi | ) 6 ‘ 
zu Kurven 
BUCCIMAE . 4 < + « 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Q,1 0,1 
Succino-dehydrase . 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 | 0,25 0,25 {| 0,25 
u Cytochrome ... 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
. - et 97 ax — 0,25 0,25 -— 0.25 ‘ 
:; ‘ atb. . 0,25 a 0,25 0,25 
; Cytochromoxydase . 0,1 0,1 ~ 0,1 
i! 
. Bei allen Atmungsversuchen (Sauerstofizehrung) wurde 0,5 ecem 0,5 mol. 
: Phosphatpufferlésung angewandt. Mit Wasser wurde das Gesamtvolumen 
2,0 com hergestellt. Zur Absorption des CO, wurde das Innengefib mit 
0 0,3 cem 5 °%/,iger Kalilauge versehen. Gasfiillung: Luft. 


In Versuch 2 (vgl. Fig. 2) wurde die Einwirkung der Dia- 
phorase auf den Sauerstoffverbrauch der Lactat- und der Succinat- 
lchydrierung untersucht. Die Systeme waren erginzt mit Cyto- 
uromkomponenten und mit Cytochromoxydase. Die Dehydrase 

de auch hier aus Jensen-Sarkom gewonnen. Die Kurven 
en, daB Diaphorase die Atmung in beiden Fallen aktiviert. 
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Reaktionsmischung zu Kurven | 2 8 4 
1 ° | 
Succinat . 0,1 0,1 — 
(+ )-Lactat 0,1 0,1 
Cozymase , 0,1 0,1 
Cytochrom a+b 0,2 0,2 - 
ws 0,2 0,2 
9 ©... 0,1 0,1 0,1 0,1 
Cytochromoxydase 0,1 0,1 0,1 0,1 
Diaphorase 0,2 — 0,2 — 
Sarkomextrakt 0,1 0,1 0,1 0,1 
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Fig 
Reaktionsmischung zu Kurven 2 3 4 
1(+)-Lactat 0.1 0,1 0,1 0,1 
Cozymase . . . 0,1 0,1 0,1 0,1 
Cytochrom a + b 0,2 0,2 — 0,2 
i" ie. 0,2 st 
ma Bios 0,1 0,1 0,1 0,1 
Cytochromoxydase 0,1 0,1 0,1 0,1 
Diaphorase 0,2 0,2 0,2 — 
Sarkomextrakt 0,1 0,1 0,1 
Muskelextrakt 0,1 | —- 
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Der Umstand, daB in diesen Systemen Sauerstoffzehrung 
intritt schon ohne Zusatz von Diaphorase, zeigt, daB dieseibe, wenn 
ch in sehr kleinen, doch in wirksamen Mengen vorhanden war. 
Versuch 3 wurde angestellt, um den EinfluB der Diaphorase 
die Atmung im Sarkomextrakt bei der Lactatdehydrierung 
im vollstandigen System, bei welchem alle Cytochromkomponenten 
zugesetzt sind, zu studieren. Sie sind (a+b+c-+Cytoxydase) not- 
vendig zur Oxydation von CoH,. In einem Versuch wurde der 
Surkomextrakt gegen einen Herzmuskelextrakt vertauscht. Fig. 3 
zeigt auch, daB in dem Versuch, in welchem alle Cytochromkompo- 
ienten + Diaphorase vorhanden waren, Sarkomextrakt beinahe 
lie gleiche Fahigkeit der Sauerstofiaufnahme besafi wie der 
Muskelextrakt. Die Kurve 4 der Fig. 3 zeigt, daB in Abwesenheit 
ler Diaphorase die Atmung (Oxydation von CoH, I) nur sehr ge- 
ring 1st. 

Die im vorstehenden beschriebenen Lactatdehydrierungen 
sind samtlich mit der fiir den Tierkérper natiirlichen 1(+)-Form 
ausgefiihrt worden. Die Parallelversuche mit d(—)-Lactat er- 
saben, wie zu erwarten, ein negatives Resultat oder héchstens 
sehr kleine Effekte. Ausgesprochene d-Lactat-Dehydrierung fanden 
vir in Gersten-Mutanten. 
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Fig. 4 
Reaktionsmischung zu Kurven 1 2 
SH-Glutathion 20mg/eem . . . 0,5 0,5 
Cytochromat+b....... 0,2 _ 
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Die Hemmung deutet darauf hin, 
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Reaktionsmischung zu Kurven 


Succino-dehydrase | 
SH-Glutathion 20 mg/cem 
Cytochrom a + b 








Cytochromoxydase 


In diesem Zusammenhang mégen auch einige Versuche Erwihnin: 
finden, bei welchen Glutathion zu den Succinatsystemen zugesetzt wurd 
In gréBberer Konzentration (10 mg im Ansatz) wurde eine kriiftige Sane; 
stoffaufnahme beobachtet, und zwar durch Spontanoxydation des Glutathion: 
welche zum grofen Teil durch KCN gehemmt werden kann, wie 
Kurven 1. und 2 der Fig. 4 zeigen. 
die Oxydation, wenigstens zum Teil, auf einer Metallkatalyse beruht. 
der Priifung des katalysierenden Effektes wurde eine 5mal geringer | 
Konzentration verwendet. Die Kurven 1 und 2 der Fig. 5, welche im wesent 
lichen zusammenfallen, zeigen den Sauerstofiverbrauch bei der Succinat 
dehydrierung mit und ohne Glutathion; es geht aus ihnen hervor, dab di 
Glutathion unter diesen Umstiinden die Reaktion nicht beeinfluBt. 
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Beitrage zur Mikro-Fluor-Bestimmung im Blut 
Von 


Hertha Wulle 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1939) 


Kine Reihe von Bearbeitern haben gezeigt, daB im tierischen 
Blut regelméiBig bestimmte Mengen Fluor vorkommen. Eine 
kritische Bewertung dieser in weiten Grenzen schwankenden 
Befunde sowie der verschiedenen zur Bestimmung angewandten 
Analysenmethoden hat bereits K. Kraft im Zusammenhang mit 
seinen eigenen diesbeziiglichen Untersuchungen gegeben'). Neuer- 
dings ist auch eine sehr kritische Arbeit von v. Fellenberg?’) er- 
schienen, deren ausgezeichnete Methodik die bei Trinkwissern 
erhaltenen Fluorwerte sehr sicher erscheinen lift. 

Ks war wiinschenswert, durch weiteres Versuchsmaterial eine 
Kntscheidung zwischen den sich teilweise widersprechenden An- 
gaben tiber die im Blut vorkommenden Fluormengen zu ermdég- 
lichen, um spiiter der schon mehrfach diskutierten Frage nach 
der Biochemie des Fluors*). mit besserer Aussicht auf Erfolg ent- 
cegentreten zu kénnen. 

Es wurde deshalb zunichst nach der von Kraft’) modifizierten 
Analysenmethode gearbeitet, und zwar mit Pferdeblutserum, um 
fiir eine gréBere Anzahl von Analysen ein gleichmibiges Versuchs- 
material zur Verfiigung zu haben. 

Der Arbeitsgang zerfallt in 3 Abschnitte: 

1, Veraschung der Analysensubstanz (Blutserum). 

2. Destillation (als H,SiF,). 

3. Titration. Bei der Besprechung dieses Analysenganges an 
Hand der gewonnenen Beobachtungen und Erfahrungen sollen 
die negativen Versuche mitbehandelt werden; jedoch werden 


') K. Kraft, Diese Z. 246, 283 (1987). 
*) Mitt. Leb.mittelunters. (Schw.) 29, 276 (1938). 
*) W. May, Klin. Wschr. 14, 790 (1937). 
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experimentelle Kinzelheiten nur so weit beriicksichtigt, als die 
von Kraft ausfihrlich beschriebene Methode verbessernde Ande- 
rungen erfahren hat. 

I. Veraschung 

Die Veraschung des Blutserums ist als Hauptfehlerquelle an- 
zusehen; an dieser Stelle auftretende Verluste an Fluor zu ver- 
meiden, bereitet die gré8ten Schwierigkeiten. Es muBte versucht 
werden, bei m&Biger Temperatur unter schonenden Bedingungen 
eine vollstiindige Veraschung zu erreichen. Es wurde bereits yon 
Kraft darauf hingewiesen, daB selbst ganz geringe Kohlenrestchen 
zu niedrige Fluorwerte bedingen. 

Um die Veraschung zu erleichtern, wire 1. an den Zusatz 
von Oxydationsmitteln zu denken. Da hierbei nur alkalische 
Oxydationsmittel in Frage kommen, wurde die Wirkung von Na,(), 
gepriift. Der Zusatz erwies sich aber durchaus nicht als vorteil- 
haft. Die Sauerstoffabgabe erfolgt unregelmaBig unter Verpuffung: 
der Porzellantiegel wird angegriffen (Al ist in der Lésung der 
Schmelze nachzuweisen); tiberschiissiges H,O, muB vor der Destil- 
lation reduziert werden, da die Titration gestért wird. 


2. Unterteilte Veraschung 


Die verkohlte Substanz wurde mit Wasser ausgezogen, 
danach war der Riickstand sehr viel leichter zu veraschen, [ei 
dieser Arbeitsweise wurde die Hauptmenge des Fluors in den 
wibrigen Ausziigen gefunden; aber das gleichzeitig in erheblichen 
Mengen darin enthaltene Cyanid stért bei der Titration und bedingt 
Verluste von iiber 30°/, F. 


3. Zusatz von Kaliumperchlorat 


Die Veraschung mit Hilfe von KC1O, kommt nur zur Ent- 
fernung der letzten Kohlenrestchen in Betracht, denn gréBere 
Mengen Chlorid, woraus bei der Destillation HCl entwickelt wird, 
erscheinen nicht unbedenklich fiir die Titration’). Die fast fertig 
veraschte Substanz wurde mit 5°/, KC1O, fein gepulvert im schwer 
schmelzbaren Reagensglas erhitzt (Sauerstoffabgabe > 400°); das 
Ende der Reaktion ist gut erkenntlich. 


4. Veraschung im Sauerstoffstrom. 


Die verkohlte Substanz wurde gepulvert in einen Goldtiege! 
iibergefiihrt und durch den Deckel ein sorgfiltig regulierter 


1) Armstrong, Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 384 (1936). 
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Q,-Strom eingeleitet. Dabei muB die Temperatur so vorsichtig 
cesteigert werden, daB ein rasches Verglimmen verhindert wird. 
AuBerdem darf die Asche nicht zusammensintern, da sonst die 
letzten Kohlenreste kaum mehr zu entfernen sind. 

Unter Wahrung der nétigen Vorsicht bei der Regulierung 
von Temperatur und Sauerstofistrom 1laBt sich das verkohlte 
Serum in etwa 1 Stunde in vollig farblose Aschesalze iiberfiihren. 
Diese Arbeitsweise erwies sich als Verbesserung, sowohl in bezug 
auf die angestrebte MaiBigung der Veraschungstemperatur (dunkle 
Rotglut des in einem Porzellanschutztiegel befindlichen Goldtiegels) 
sowie hinsichtlich der Beschaffenheit des Veraschungsriickstandes. 


II. Destillation 


Aus den Aschesalzen wurde das Fluor nach der Vorschrift 
von Kraft im Wasserdampfstrom aus schwefelsaurer Lisung bei 
135—140° als H,SiF, abdestilliert und in vorgelegter NaOH 
aufgefangen. 

Ks wurde gefunden, da8 mehr als 20 7 F bei einer Destil- 
lation (180 com H,O, 100 Minuten, Leerwert = 7 7 F) nicht mehr 
mit Sicherheit erfa8t werden kénnen. 


Tabelle I 





Probedestillation 
yF Zusatz | : Gefunden | ‘indies 7 
20 v 19,3; 20; 19; 21; 21; 20; 
30 7 23,3; 32; 27; 23; 
40 7 27,5; 36,5; 29; 39; 35; 32,2 


Kine 2. Destillation (100 ccm, ~ 40 Minuten, Leerwert 3 y F) 
und unter Umstiinden eine 3. Destillation (60—80 ccm, 20 bis 
30 Minuten, Leerwert 1,6 y F) muBten durchgefiihrt werden, um 
créBere Fluormengen quantitativ zu bestimmen’?). 

An zahlreichen Probedestillationen unter Zusatz bekannter 
¥-Mengen wurde der zeitliche Verlauf der Destillation gepriift. 
is lieBen sich vorliufig keine GesetzmaBigkeiten finden. Obgleich 
in den meisten Fallen die Hauptanteile bei der 1. Destillation 
iibergehen, finden sich zeitweise unerklirlich hohe Werte bei der 
2. und 3, Fraktion. 


') Die Schwierigkeit, den Endpunkt der Destillation richtig zu erfassen, 
vestatigt auch Kraft. 
12* 
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Tabelle II 
Probedestillationen 
7 F Zusats, | 1. Destillation | 3. Destillation | 3. Destillation Gesam! 
28 y F 25 4 —_ 29 y F 
34 29 2 — 31 
40 38 0,2 wits 38,2 
36 23 13 — 36 
40 30 5,4 2,4 37,8 
48 35 8 1,5 44.5 














In der Regel diirften jedoch 1—2 Nachdestillationen unter 


Beriicksichtigung der entsprechenden Leerwerte als ausreichend zu 
betrachten sein. 
Tabelle II 


Pferdeblutanalysen, ausgefiihrt mit je 30 cem Serum 


(Veraschung im Goldtiegel + + 0, Strom) 











1. Destillation | 2. Destillation | 3. Destillation wee ten vy 7,1 
13 y 9¥ — 29 y F 70 
7 9 1 17 56,7 
17 1,6 ae 18,6 62 
15 5) — 20 67 
15 3 2,2 20,2 67,5 
~ 4,2 2,4 14,6 49 














Der KinfluB des Glaspulvers wurde an verschiedenen Sorten 
gepriift, ohne da wesentliche Unterschiede beobachtet werden 
konnten. Zu verwerfen ist der Zusatz von amorpher Kieselerde, 
die immer einen Teil des F adsorbiert zuriickhilt. 


III. Titration 
Die von Kolthoff eingefihrie Titration mit salzsaurer Zirkon- 
oxychlorid-Purpurin-Lésung und eingestellter NaF-Liésung (20 y F 
im ccm) ist zuverlassig und genau. 


Ks wurde gefunden, daB die Titration schirfer und bequemer 


wird, wenn man statt mit 10 ccm Farblésung mit nur 5 ccm und 
5 ccm H,O aufnimmt. Man erspart sich dadurch das listige Ab- 
filtrieren des in der konzentrierten Lésung stets ausfallenden NaCl. 
In der verdiinnten und darum helleren Lisung sind auch geringe 
Farbunterschiede besser erkennbar. Statt der salzsauren NaF’-Li- 
sung wurde eine neutrale wiBrige Lisung verwendet. Es wurde 
bei Tageslicht titriert}). 





1) Herr Dr. R. Hiittel hat mir seine in dieser Richtung iiberein 
stimmenden Erfahrungen liebenswiirdigerweise mitgeteilt. 
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Die von Kolthoff?) festgestellte Abhangigkeit der Titration 
vom p, haben wir bei zahlreichen Vergleichstitrationen nicht 
hestitigen kénnen. 

Tabelle IV 


Titration in ZrOCl-Purpurinlésung (je 5 cem + 5 eem H,O) 
mit NaF (20 y F/ccem) 














Gefunden 
Theoretischer —- _ — 
F-Gehalt 1. mit salzsaurer (| 2. mit neutraler 
NaF’-Lésung titriert | NaF-Lésung titriert 
107 F 9,45 9,9 9,6 
18 19,5 16,9 
20 20,2 22 | 19,6 
28 30,1 28,2 
30 31,2 | 30,2 30 
40 41,4 38,8 





Der F-Gehalt der HCl kann bei der Titration mit neutraler 
Nak-Lésung und nur 5 ccm salzsaurer Purpurin-Lésung als 
innerhalb der Versuchsgenauigkeit legend, vernachlissigt werden. 
Die zur Veraschung und Destillationsvorlage verwendete Natron- 
lauge, dargestellt aus reinstem Atznatron (Merck e natrio Nr. 6482) 
ist praktisch F-frei. 


Diskussion der Ergebnisse 


Nach den beschriebenen Versuchen und Erfahrungen er- 
scheint als vorliufig beste Bestimmungsmethode fiir F im Blut 
die folgende: Veraschung des im Porzellantiegel verkohlten Serums 
im Goldtiegel unter Sauerstoffstrom bei dunkler Rotglut. Destil- 
lation mit 2maligem Nachdestillieren. Titration mit neutraler 
NaF-Lésung unter Verwendung von verdiinnter Farbstofflésung. 


Fluorbestimmung im Menschenblut 


Noch bevor die Untersuchungen am Pferdeblut zu der eben 
skizzierten verbesserten Methode gefiihrt hatten, wurde eine Reihe 
von Analysen an Menschenblut von Normalen und Basedowikern 
ausgefiihrt, die deshalb nur einen ungefaihren Anhaltspunkt bieten. 
Sie sollen trotzdem verdffentlicht werden, weil sie geeignet sind, 


') Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 6, 118 (1934). 
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die T'atsache des Vorhandenseins yon F im Menschenblut auf 
Neue zu bestitigen und gleichzeitig auf die wahrscheinlich kon. 
stitutionell und pathologisch bedingten Unterschiede hinzuweisen, 
In etwa 70 Analysen wurden Werte erhalten, die zwischen 
35 und 145 y-°/, schwanken. 

Eine Zuordnung der einzelnen Werte zu bestimmten Krank. 
heitsbildern, wie sie von May?) und Kraft?) diskutiert wurden, 
laBt sich an diesen Analysen zunichst nicht durchfiihren. Line 
gewisse Abhingigkeit kénnte sich unter gleichzeitiger Betrachtung 
des Blutjodspiegels ergeben. 

Unter Beriicksichtigung der an Pferdeblutanalysen gemachten 
Beobachtungen (schonende Veraschung, Nachdestillation) kénute 
man vergleichend folgern, daB die tatsichlichen Blutfluorwerte 
héher liegen (~ 80—90 y-°/,) und somit der F-Gehalt des Menschen- 
blutes den des Pferdebluts iibersteigt. 


1) a. a. O. 2) a. a. O. 




















Uber die im Tierkérper stattfindenden Veranderungen 
der an N substituierten Aminosduren 


3. Mitteilung‘): Verhalten des O,N-Dimethyltyrosins 
im Kaninchen- und Hundeorganismus 



































Von 
Tai-sei To 


(Aus dem Med.-chem. Laboratorium der Medizinischen Schule, 
angegliedert an die Kaiserliche Universitat zu Taihoku) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mai 1939) 


In der 1. und 2. Mitteilung hat Chin Kyu-sui festgestellt, 
daB das Abrin, das natiirliche 1-Amino-N-methyltryptophan, vom 
Kaninchen teils in Kynurenin, teils noch weiter in Kynurensiure 
umgesetzt wird und weiterhin auch in geringer Menge den Kérper 
unveriindert verliBt. Deshalb und wegen seiner betrachtlichen 
hiimatopoetischen und wachstumsfordernden Wirkung nimmt er 
an, daB die Demethylierung des Abrins nicht mit der NH-Gruppe 
zusammen, sondern fiir sich allein und direkt stattfindet, und daB 
auf diese Weise eine direkte Umwandlung des Abrins in Trypto- 
phan zustande kommt. 

Als weiteres Beispiel einer N-Methylaminosiiure wurde das 
d,l-O,N-Dimethyltyrosin deshalb ausgewihlt, weil es durch seine 
im Tierkérper schwer verinderliche Methoxylgruppe im Gegensatz 
zum natiirlichen Tyrosin im Phenolkern fixiert ist. Es wurde durch 
Verkoppelung von Anisaldehyd mit Kreatinin oder Methylhydan- 
toin, nachfolgende Reduktion und Hydrolyse der resultierenden 
VYerbindung gewonnen. 

Die racemische Siure verlaBt den Kaninchenorganismus zum 
Teil als unverinderte Siure, zum Teil wird sie asymmetrisch ge- 
spalten; d-Siure und p-Methoxyphenylbrenztraubensiure gelangen 
zur Ausscheidung. Im Hundeorganismus dagegen ist eine Demethy- 
lierung kaum zu beobachten und die injizierte Siure wird gréBten- 
teils unveriindert mit dem Harn entleert. 






‘) 1. und 2. Mitteilung: Diese Z. 257, 12 (1938). 
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Experimentelles 


A. Darstellung des d,l-O,N-Dimethyltyrosins 


a) Aus Methylhydantoinhydrochlorid und Anisaldehyd. — 1. Kon- 
densation von Methylhydantoinhydrochlorid mit Anisaldehyd 
zu 8-Methyl-4-anisalhydantoin. 389g Methylhydantoinhydrochlorid 
werden mit 35,36 g Anisaldehyd gut gemischt, mit 42,9 g trocknem Natrium- 
acetat und 104 cem Essigsiureanhydrid versetzt und 4 Stunden im Olbade 
auf 105—120° erhitzt. Nach dem Erkalten wird die feste Reaktionsmasse 
mit warmem Wasser, dann mit gekihltem Alkohol sorgfiltig gewaschen. 
Die Ausbeute an den schén gelben Krystallen betrigt 52 g, entspricht mithin 
85,5°/, d. Th. 

7 Die Substanz zersetzt sich bei 225° und ist léslich in Alkohol und 
Ather, kaum léslich in Wasser. 


CisHisN;O, Ber. N 12,07 Gef. N 11,88. 


2.0,N-Dimethyltyrosinhydantoin. Man suspendiert 50 ¢ 
3-Methyl-4-anisalhydantoin in 4000 ccm 0,5n-Natronlauge und fiigt dazu 
bei Zimmertemperatur, auf 6 Stunden und kleine Portionen verteilt, unter 
stetem Umriihren 2000 g 2,5 °/,iges Natriumamalgam. Die Substanz geht in 
Lésung und die anfangs braune Fliissigkeit wird zum Schlu8 farblos. Man 
gieBt vom Quecksilber ab und neutralisiert unter Kiihlung mit verdiinnter 
Schwefelsiure. Die dabei ausgeschiedenen weiBen, nadelférmigen Krystalle 
werden, nachdem die Flissigkeit abgesaugt ist, mit kaltem Wasser gewaschen 
und getrocknet; sie wiegen dann 45 g (etwa 90°/, d. Th.). Beim Verdunsten 
der Mutterlauge erhilt man noch weitere 2,3 g derselben Krystalle. 

Die Krystalle zersetzen sich bei 149—150° und sind léslich in Alkohol, 
schwer léslich in Wasser. 


C,H,,N,O, Ber. N 11,97  Gef. N 11,81. 


3. d,l-O,N-Dimethyltyrosin. 40g O,N-Dimethyltyrosinhydantoin 
werden mit 400 ccm Baryt und 600 g Wasser versetzt und 12 Stunden auf 
dem Sandbad verseift, welche Zeit fiir die véllige Verseifung geniigt. Zur 
Isolierung der Aminosiure wird die Reaktionsfliissigkeit genau mit Schwefel- 
siure neutralisiert, filtriert und das farblose Filtrat eingeengt und gekiihlt. 
Das d,l-O,N-Dimethyltyrosin scheidet sich krystallinisch aus. Die Ausbeute 
betrigt 25 g und entspricht mithin 75 °/, d. Th. 

Die Substanz krystallisiert in 6seitigen Blittchen, zersetzt sich 
bei 235° und ist in organischen Lésungsmitteln ziemlich schwer léslich. 
Erst nach langem Erhitzen werden die Reaktionen nach Millon, Deniges, 
Piria und Ninhydrin positiv. Schwer lésliche Salze werden mit HgCl,, 
HgSO, und Bleioxyd, kaum mit Pikrinsiure, Flaviansiure, Reineckesiure, 
ZnCl,, ZnSO, und Phosphorwolframsiure gebildet. 


C,,H,:NO; Ber. C 63,16 H7,18 N6,70 CH,O 14,83 
Gef. ,, 62,92 ,, 6,96 ,, 6,81 » 14,15. 


b) Aus Kreatinin und Anisaldehyd. — 1. Kondensation von 
Kreatinin mit Anisaldehyd zu Anisalkreatinin. 80g Kreatinin 
werden mit 34,2 g Anisaldehyd gut gemischt und mit 15g trocknem 
Natriumacetat und 200 cem Essigsiureanhydrid versetzt, 90 Minuten im 
Olbade auf 130—140° erhitzt. Nach dem Erkalten wird die feste Reaktions- 
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masse mit warmem Wasser, dann vorsichtig mit gekiihltem Alkohol ge- 
waschen. Die Ausbeute an den schén gelben Krystallen betrigt 53 g, ent- 
spricht mithin 91°/, d. Th. Die Substanz zersetzt sich bei 195—200° und 
ist léslich in Alkohol und Ather, kaum léslich in Wasser. 


C,,HisN;02 Ber. N 18,18 Gef. N 18,05 (Kjeldahl). 


2. Dihydroanisalkreatinin. Man lést 50 g Anisalkreatinin in 
4000 eem 0,5 n-Natronlauge und fiigt bei Zimmertemperatur, auf 6 Stunden 
und kleine Portionen verteilt, unter stetem Umriihren 2000 g 2,5 °/,iges 
Natriumamalgam. Die Substanz geht in Lésung und die anfangs braune 
Fliissigkeit wird zum SchluB farblos. Man gieBt vom Quecksilber ab und 
neutralisiert unter Kihlung mit verdiinnter Schwefelsiiure. Das Gewicht 
der beim Einengen ausgeschiedenen weiBen Krystalle betrigt 43 g (etwa 
86°), d. Th.). Die Krystalle zersetzen sich bei 258° und sind léslich in 
Alkohol, schwer léslich in Wasser. 


C,.H,,N,O, Ber. N 18,03  Gef. N 17,95. 


8. d,l-O,N-Dimethyltyrosin. 40g Dihydroanisalkreatinin werden 
mit 400 g Baryt und 600 g Wasser versetzt und 12 Stunden auf dem Sand- 
bad verseift. Aus der Verseifungsfliissigkeit erhilt man d,l-O, N-Dimethy]- 
tyrosin, das denselben Zersetzungspunkt besitzt wie das aus dem O, N-Di- 
methyltyrosinhydantoin hergestellte d,1-O,N-Dimethyltyrosin. Die Ausbeute 
betriigt 27 g und entspricht 80°/, d. Th. 


B. Versuche an Kaninchen 


Versuch 1. Einem 1900 g schweren Kaninchen wurden im Verlauf 
von 38 Tagen insgesamt 10 g d,l-O, N-Dimethyltyrosin als Natriumsalz sub- 
cutan eingespritzt. Am vierten Tag war das Tier etwas matt, zeigte aber 
sonst keine auffilligen Vergiftungserscheinungen. Der Harn enthielt oft 
nadelférmige Krystalle (Substanz A). 


Der Harn wurde mit Schwefelsiiure angesiuert und mit Ather 3 Tage 
lang extrahiert. Der Atherriickstand enthielt gelbe, spindelférmige Krystalle 
(Substanz B) von insgesamt 0,9 g Gewicht und eine geringe Menge von 
Hippursiure. 

Substanz B schmolz bei 190—192°. Sie zeigte keine Drehung und gab 
positive Nitroprussidnatriumprobe und erst nach langem Erhitzen positive 
Millonsche Reaktion, firbte sich beim Zusatz von Eisenchlorid griin und 
bildete mit Phenylhydrazin eine schwer lésliche Verbindung vom Schmelz- 
punkt 145° (Phenylhydrazon). 


CioH,,0, Ber. C 61,86 H 5,15 CH,O- 15,98 
Gef. ,, 62,05, 62,07  ,, 5,45, 5,34 » 15,48, 15,65. 


Phenylhydrazon (C,,H,,N,O,) Ber. N 9,86 Gef. N 9,74. 


Der wiihrend der 3 Tage angesammelte Harn wurde nach der Extrak- 
tion mit Ather mittels einer Lésung von Baryt neutralisiert und sodann 
eingeengt. Hierbei schieden sich nadelférmige Krystalle (Substanz C) in 
einer Menge von 8,44 g und auferdem eine geringe Menge von 6 seitigen 
Krystallen (Substans D) aus. 
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Substanz C schmolz bei 240° und war linksdrehend. Sie gab erst 
nach langem Erhitzen Millonsche Reaktion sowie Ninhydrin-Reaktion, 
Beim Erhitzen mit Baryt in einem geschlossenen Rohr wird sie racemisiert 
und wandelt sich in die 6 seitigen Blittchen der d,l-Siure um, welche be; 
235° schmelzen. Durch ihre Eigenschaften und die Analyse wurde sie als 
d-O, N-Dimethyltyrosin identifiziert. 

Ferner wurde festgestellt, da8 oben genannte Substanz A mit Sub. 
stanz C iibereinstimmt. 


C,,H,,.NO, Ber. C 68,16 H7,18 N6,70  CH,O- 14,83 
Gef. ,, 62,62 ,, 7,30  ,, 6,95 > ae. 


Spezifische Drehung: 
0,51 x 100 


lel = “T3ca,gaa (+) 2L87° - 
? 


Substanz D schmolz bei 235°, zeigte nach langem Erhitzen positive 
Millonsche Probe und Ninhydrin-Reaktion, besaB keine Drehung. Aus 
den Eigenschaften geht hervor, daB es sich dabei um _ unverindertes 
d,1-O, N-Dimethyltyrosin handelte. 


C,,H,;NO, Ber. N 6,70 Gef. N 6,85. 


Versuch 2. Einem 2000 g schweren Kaninchen wurden in 1 Tage 
8 g d,l-O,N-Dimethyltyrosin als Na-Salz subcutan eingespritzt. Am Tage 
darauf schien das Tier matt und appetitlos und litt an Hamaturie. 

Aus dem wihrend 72 Stunden entleerten Harn, der in der gleichen 
Weise wie im Versuch 1 behandelt wurde, lieBen sich 0,6 g p-Methoxy- 
pheny|lbrenztraubensiure, 3,7 g d-O, N-Dimethyltyrosin und 0,4 g unveriindertes 
d, 1-0, N-Dimethyltyrosin isolieren. 

Versuch 8. 5 Kaninchen erhielten an je drei aufeinander folgenden 
Tagen jeweils 1,5 g d,l-O, N-Dimethyltyrosin als Na-Salz subcutan eingespritzt. 
Die Tiere blieben ganz munter. 

Aus dem gesamten Harn lieBen sich 1,5 g p-Methoxyphenylbrenz- 
traubensiiure, 7,3 g d-O, N-Dimethyltyrosin und 0,5 g d,l-O, N-Dimethyltyrosin 
isolieren. 


Versuche an Kaninchen (subcutan) 

















Verabreichtes | p-Methoxypheny]- Unveriindertes d-O, N- 

Nr.} d,1-O, N-Dimethyl-] brenztraubensiiure | d,1-O,N-Dimethyl-| Dimethyl- 

tyrosin (g) g) tyrosin (g) tyrosin (g) 
1 10 0,9 0,5 6,2 
2 8 0,6 0,4 3.7 
3 22.5 1,5 0,5 7,3 














Versuch 4. Ein Kaninchen von 2100 g Kérpergewicht bekam 2 Tage 
lang tiiglich 5 g d,l-O,N-Dimethyltyrosin per os. Das Tier blieb ganz munter. 

Aus dem Harn wurden nach gleicher Behandlung wie im Versuch 1 
0,65 g p-Methoxyphenylbrenztraubensiure und 1,705 g d-O, N-Dimethyltyrosin 
erhalten, aber kein d,1-O, N-Dimethyltyrosin. 
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AuBerdem konnte ich auch aus dem Kot, der vom Beginn der Ver- 
fiitterung wihrend einer Woche gesammelt wurde, noch geringe Mengen 
(etwa je 0,1 g) von d-O,N-Dimethyltyrosin und d,l-O,N-Dimethyltyrosin 
isolieren. 

Versuch 5, Ein Kaninchen von 1800 g Kérpergewicht bekam 2 Tage 
lang taglich 5g d,l-O,N-Dimethyltyrosin per os. 

Aus dem an den folgenden 3 Tagen gesammelten Harn wurden 0,718 g 
p-Methoxyphenylbrenztraubensiure und 1,113 g d-O, N-Dimethyltyrosin iso- 
liert, aber kein d,J-O, N-Dimethyltyrosin. 


Versuche an Kaninchen (per os) 














Verabreichtes} p-Methoxy- d-O, N- d-O, N- d, 1-0, N- 
\r d,1l-O,N- |phenylbrenz-| Dimethyl- | Dimethyl- | Dimethyl- 
ats Dimethyl- |traubensiure] tyrosin tyrosin tyrosin 
tyrosin (g) (g) (Harn) (g) (Kot) (g) (Kot) (g) 
4 10 0,65 1,705 0,1 0,1 
5 10 0,718 1,113 0,06 0,12 

















C. Versuche an Hunden 


Versuch 1. Einem 6 kg schweren Hunde wurden auf einmal 10g 
d,l-O, N-Dimethyltyrosin als Na-Salz subcutan eingespritzt. Am Tage darauf 
schien das Tier matt und am 6. Tage verendete es. Der wiihrend der 
6 Tage entleerte Harn wurde in gleicher Weise wie bei den Versuchen 
an den Kaninchen behandelt, wobei 3,2 g unveriindertes d,l-O, N-Dimethyl- 
tyrosin isoliert werden konnten, aber weder Ketonsiiure noch d-Q, N-Di- 
methyltyrosin. 


Versuch 2. Einem 5 kg schweren Hunde wurden an drei aufeinander 
folgenden Tagen je 2g d,l-O,N-Dimethyltyrosin als Na-Salz subcutan ein- 
gespritzt. Aus dem in den folgenden 72 Stunden entleerten Harn lieBen sich 


4,7 g unveriindertes d,l-O,N-Dimethyltyrosin isolieren, aber weder Keton- 


siure noch d-O, N-Dimethyltyrosin. 


SchluBfolgerungen 


1. Nach Verabreichung von d,l-O,N-Dimethyltyrosin scheidet 
das Kaninchen mit dem Harn p-Methoxyphenylbrenztraubensiure 
aus, Womit sicher bewiesen ist, daB das d,l-O,N-Dimethyltyrosin im 
Kaninchenorganismus wie eine natirliche Aminosdure desaminiert 
wird. Zweifelhaft jedoch bleibt es noch, ob im Kaninchenorganismus 
nur einfach die N-Methylgruppe des Dimethyltyrosins abgestoen 
wird, und die Bildung der p-Methoxyphenylbrenztraubensiure auf 
dem Weg iiber das p-Methoxyphenylalanin vor sich geht, oder 
ob nicht die letztere Verbindung iibersprungen wird und das 
Endprodukt direkt durch oxydative Demethylaminierung zustande 
kommt. 
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2. Das in den Kaninchenorganismus eingefiihrte d,l-O,N- 
Dimethyltyrosin wird dort zum gréSten Teil asymmetrisch ab- 
gebaut, und zwar wird die 1-Siure nach Umwandlung in p-Methoxy- 
phenylbrenztraubensdure, die d-Siure ohne weitere Verainderung 
mit dem Harn ausgeschieden. 

3. Ein kleiner Teil des eingefiihrten d,l-O,N-Dimethyltyrosins 
verlaBt den Kaninchenorganismus unverindert. 

4, Den Hundeorganismus dagegen passiert das d,l-O,N-Di- 
methyltyrosin ohne irgendwelche besondere Verinderungen zu 
erleiden, namentlich ohne da8 Desaminierung in nennenswertem 
Umfang eintritt. 


Herrn Prof. Hirohata spreche ich fiir seine stets bereite 
Beihilfe, durch welche mir die Durchfiihrung dieser Arbeit er- 
méglicht wurde, meinen herzlichen Dank aus. 





Hi \/ "hay 











Zur Konstitution des Dihydro-vitamins D, und D, 
Von 
A. Windaus und C. Roosen-Runge 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitats-Laboratorium in Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mai 1939) 


Bei der Hydrierung des Vitamins D, mit Natrium und Propyl- 
alkohol’) entsteht als Hauptprodukt?) das Dihydro-vitamin D,. 
In einer Untersuchung von 8. v. Reichel und M. Deppe’) aus 
dem Géttinger Laboratorium ist fiir diesen Stoff die Formel IJ 
wahrscheinlich gemacht worden. Nach dieser Formulierung wiirden 
sich bei der Hydrierung des Vitamins D, (Formel I) 2 Wasserstoff- 
atome in 1,4-Stellung (an die Kohlenstoffatome 6 und 18) addieren. 


~~ a —~_ a” 
le a “CH | Pili Flite XCH 
GH # I —" CH | a 
| | HC-CH, | CH-CH 
HO gol yo HC-CH, no/ NON CH-CH, 
I Vitamin D,. CH, II Dihydro-vitamin D,. CH; 





Windaus‘*) hat darauf aufmerksam gemacht, daB dem Di- 
hydro-vitamin D, vielleicht auch die Formel III zukommen kénnte, 
wenn sich wie bei der Hydrierung des Ergosterins die Doppel- 
| bindung von C,_, nach C,_,, verschieben wiirde. 


—14 
_-CH, _-CH, 
H CH 
en Ci on 
ile ile I Oy hak 
i ee ie as. 
AON a yrs CH-CH, a a CH, 
| { | 
yh o|lhUL CRP CH-CH, | | : 
Ho” »\Z CH, HO’ \~ \ CH, 
IIIf Dihydro-vitamin D, (?) IV Dihydro-vitamin D,. 


) Liebigs Ann. 492, 235 (1932). 
*) Uber ein Nebenprodukt: Fernholz, Liebigs Ann. 499, 198 (1932). 
3) Diese Z. 239, 143 (1936). 

*) S.ber. preu8. Akad. Wiss., Berl., Physik.-math. Kl. 12, 10 (1937). 
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Die Formulierungen II und III stiitzen sich auf folgende 
experimentelle Beobachtungen: Dihydro-vitamin D, besitzt auf 
Grund seiner Molekular-Refraktion drei isolierte Doppelbindungen: 
in Ubereinstimmung hiermit ergibt sich aus dem Ultraviolett- 
Spektrum, da8B es keine konjugierten Doppelbindungen enthiilt. 
Mit Ozon liefert es keinen Formaldehyd mehr, es besitzt also 
nicht mehr die im Vitamin D, vorhandene Methen-Gruppe. Mit 
Benzopersiure entsteht aus dem Allophanat des Dihydro-vitamins D, 
ein krystallisiertes Trioxyd C,,H,,O,N,; dieses liefert bei der Oxy- 
dation mit Chromsiureanhydrid eine krystalline Saure C, 4H,,0, N,, 
die sich unter Abspaltung des Allophansiurerestes zu einer Oxy- 
siure C,,H,,O, verseifen laBt. Diese Saure gibt sehr deutlich 
die Jodoformprobe, wird also die Gruppe COCH, enthalten, die 
wohl nur aus den Kohlenstoffatomen C,, und C,, hervorgegangen 
sein kann. Sehr einleuchtend erscheint allerdings die fiir dic 
Siure C,,H,,0O, aufgestellte Konstitutionsformel nicht. 

Wir haben nun einige weitere Versuche teils am Dihydro- 
vitamin D,, teils am neu dargestellten Dihydro-vitamin D, (IV) 
vorgenommen und haben uns dabei die seit den Arbeiten von 
S. vy. Reichel und M. Deppe neu gewonnenen Erfahrungen 
zunutze gemacht. 

Die Lage der einen Doppelbindung des Vitamins D, (V) 
zwischen ©, und C, ist bekanntlich dadurch sichergestellt, dat 
es bei der Spaltung mit Ozon aus dem eingerahmten Teil des 
Molekiils das Keton C,,H,,0 liefert. 














CH, 
a: jn 
i CH,—CH,—CH,—CH—CH, 
CH, | ae a On, 
laa lili 


V_ Vitamin D,. 


Genau dasselbe Keton erhalt man nun auch aus dem Dihydro- 
vitamin D,-allophanat, wenn man es mit Ozon behandelt. Hier- 
durch ist bewiesen, daB bei der Hydrierung des Vitamins D, mit 
Natrium und Propylalkohol die Doppelbindung zwischen C, und U, 
ihren Platz unverindert beibehalten hat. 

Um die Lage der anderen Doppelbindung, die in den Dihydro- 
vitaminen D, und D, zwischen C, und C,, 


angenommen wird, zu 
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stiitzen, haben wir folgende Uberlegung angestellt. Bei der 
Dehydrierung von @,f- und #,y-ungesittigten Alkoholen nach 
dem Verfahren von Oppenauer entstehen a,f-ungesittigte Ketone, 
wihrend ungesattigte Alkohole, deren Doppelbindung weiter von 
der Alkohol-Gruppe entfernt ist, unter diesen Bedingungen nicht 
in ¢,f-ungesattigte Ketone iibergehen. Ist also, wie 8. v. Reichel 
und M. Deppe annehmen, das Dihydro-vitamin D, ein f,y-un- 
gesiittigter Alkohol, so muB er bei der Dehydrierung nach 
Oppenauer ein @,f-ungesittigtes Keton liefern, das an seiner 
Ultraviolett-Absorption bzw. an derjenigen seines Semicarbazons 
leicht erkannt werden kann. Der Versuch hat gezeigt, dab das 
Dihydro-vitamin D, bei der Dehydrierung tatsichlich ein «,f-un- 
cesiittigtes Keton liefert. Wir glauben daher, daB man nunmehr 
den beiden Dihydro-vitaminen mit groBer Wahrscheinlichkeit die 
Formeln It und IV zuschreiben kann®). 


Beschreibung der Versuche 


Dihydro-vitamin D,-allophanat. Diesen Stoff haben wir genau in 
derselben Weise dargestellt, wie es seinerzeit fiir das Dihydro-vitamin D,- 
allophanat beschrieben worden ist’). Die Ausbeute an rohem Allophanat 
betrigt 50°/, d. Th.; dieses Rohmaterial zeigt noch eine schwach aus- 
geprigte Bande bei 254 mu, die aber durch mehrmaliges Umlésen des 
Allophanats aus Essigester-Methanol zum Verschwinden gebracht wird. 
Das so gereinigte Allophanat bildet kleine weiche Kiigelchen, die konstant 
bei 165° schmelzen; in Aceton und in Ather ist es ziemlich schwer lislich. 


11,1 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a, =+ 0,349; [all =+ 61,8°. 


4,629 mg Subst.: 12,465 mg CO,, 4,270 mg H,0. 
C,,H,,0sN, Ber. C 73,73 H 10,17 Gef. C 73,44 H 10,32. 


Ozonisierung. Durch eine Lésung von 0,70 g Dihydro-vitamin D,- 
allophanat in 240 cem Eisessig wird 4 Stunden lang Ozon hindurch geleitet; 
dann wird die Lésung mit Wasser versetzt, kurze Zeit zum Sieden erhitzt 
und mit Normalbenzin ausgeschiittelt. Der Benzinextrakt wird mit ver- 
diinnter Natronlauge und mit Wasser ausgewaschen und im Vakuum zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in Methylalkohol gelést, mit 
essigsaurem Semicarbazid versetzt und die Lésung kurze Zeit erwiirmt. 
Hierbei scheidet sich das Semicarbazon in Blittchen aus; nach dem Um- 
krystallisieren aus Chloroform-Methanol bildet es Nadeln, die bei 215° 
schmelzen. Ausbeute 200 mg. 


zwischen C, und Cy, liegen kénnte, ist ausgeschlossen, da die Dihydro- 
vitamine keine konjugierten Doppelbindungen enthalten. 
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Das Semicarbazon stimmt in seinen Eigenschaften iiberein mit dem 
Semicarbazon, das Windaus, Deppe und Wunderlich seinerzeit aus 
dem Vitamin D, erhalten haben‘). Auch die analytische Zusammensetzung 
ist dieselbe. 

4,882 mg Subst.: 12,740 mg CO,, 4,740 mg H,O. — 2,198 mg Subst.: 
0,252 ccm N, (23,5°, 745 mm). 


C,.H,,0N, Ber. C 70,96 
Gef. ,, 71,17 


H 10,98 N 18,05 
» 10,86 ,, 12,98. 


Dehydrierung des Dihydro-vita- 





G mins D,. Zu einer Liésung von 2,1¢ 

Dihydro-vitamin D, in 90 ccm reinem, 
30000}- i . 

trocknem Aceton gibt man eine Liésung 

f \ von 4,5 g Aluminium - isobutylat in 

150 ecm reinem Benzol und erhitzt das 

Ganze 9 Stunden am RiickfluBkiihler. 

Nach dem Abkiihlen wird die Lésung 

onatel. 7 mit viel Wasser versetzt, die Benzo! 











. Semicarbazon, 
aus Dihydro-vitamin D, mit Al-Butylat. 


Vakuum abgedampft. Der Riickstand, 

essigsaurem Semicarbazid 2 Stunden auf 

| azon aus; nach mehrfachem Umkrystalli- 

! 1 unter Zersetzung schmelzen. Das Pro- 

Gemessen in 0,01°/,iger Lésung in CHC), eines o, 6-ungesittigten Ketons charak 
0,258 cem N, (22°, 758 mm). 


schicht wird abgetrennt, gewaschen, 
/ getrocknet und das Lésungsmittel im 
i der nicht krystallisiert, wird in Methy]- 
alkohol gelést und die Lésung mit 
x 
70000 - 7 1 4 
\ dem Wasserbad erwirmt. Nach dem 
Abkiihlen scheidet sich das Semicarb- 
sieren aus Chloroform—Methanol bildet 
es feine Nadeln, die bei 208—210° 
ee a dukt besitzt eine hohe Absorption bei 
270 mu, wie sie fiir das Semicarbazon 
teristisch ist (vgl. die Figur). 
5,033 mg Subst.: 14,125 mg CO,, 4,690 mg H,O. — 3,225 mg Subst.: 
Gef. ,, 76,54  ,, 10,48 


N 9,27 
»» 9,28. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der I. G. Farben- 
industrie A.-G., Werk Elberfeld, und der Chemischen Fabrik 
K. Merck, Darmstadt, sprechen wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit 
unseren Dank aus. 


®) Liebigs Ann. 533, 127 (1937). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
56. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1939) 


Zusatz zur ,,Untersuchung eines lithocholsaurehaltigen Konkrementes 
aus der Gallenblase eines Schweines* 


Bei der Untersuchung des in der letzten Mitteilung’) be- 
schriebenen Konkrementes war eine Frage ungeklirt geblieben. 
Wie auf 8.167 der genannten Mitteilung erwihnt, gab die isolierte 
und durch Umkrystallisieren aus 75 °/,iger Essigséure gereinigte 
Lithocholsiure («#-3-Oxycholansiure) mit Digitonin in alkoholischer 
Lisung eine allerdings sehr geringfiigige Ausscheidung, in der das 
Digitonid der f-Lithocholséure (8-3-Oxycholansiure) oder unter 
Umstinden auch einer anderen ,,8-Saure“ vorliegen konnte 
(Strukturformeln auf 8. 164 a.a.0O.). Das Niachstliegende war es 
freilich, an Cholesterin-Digitonid zu denken, aber Cholesterin, 
dessen Menge in dem Konkrement anscheinend nur eine sehr 
geringe war, hitte an dieser Stelle der Verarbeitung nicht mehr 
zugegen sein kénnen. Zur Entscheidung der Frage habe ich das 
gesamte noch zur Verfiigung stehende Material auf Cholesterin 
baw. mit Digitoninlésung gepriift. 

Von ,,f-Siuren“, d. h. also hier von Verbindungen, die am 
Kohlenstoffatom 8 mit den gew6hnlichen Gallensiuren epimer sind, 
ist meines Wissens bisher nur eine als natiirlich vorkommende 
Substanz nachgewiesen worden: die $-Hyodesoxycholsaure, die von 
T. Kimura?) aus Schweinegalle isoliert wurde. Andere #-Siuren 
sind auf biochemischem Wege erhalten worden. So haben S. Shi- 
buya sowie K. Yamasaki und K. Kyogoku’*) gezeigt, daB 
Dehydrocholsiure (3,7,12-Triketocholansiiure) im Organismus der 





1) Diese Z. 256, 159 (1938). 2) Diese Z. 248, 280 (1937). 
8) Diese Z. 235, 48 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 13 
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Kréte in f-Reduktodehydrocholsiure ((-3-Oxy-7, 12-diketocholan- 
siure) iibergeht und K. Kyogoku!?) fand, daB auch nach Ver- 
abfolgung der a-Reduktosaure («-3-Oxy-7, 12-diketocholansiure) die 
8-Reduktosiure, wenn auch nur in sehr kleiner Menge, im Kréten- 
harn auftritt. Weiter beobachteten K. Yamasaki und K. Kyo. 
goku?), daB Dehydrodesoxycholsiure (3,12-Diketocholansiure) im 
Krétenorganismus in ein Gemisch von @- und #-3-Oxy-12-keto- 
cholansiure umgewandelt wird, wihrend 8. Miyazi*) die Bildung 
von £-3-«-6-Dioxyallocholansiure aus 3,6-Diketoallocholansiiure 
im Organismus des Kaninchens feststellen konnte. #-Lithochol- 
siiure ist auf verschiedene Weise kiinstlich hergestellt worden: 
von E. Fernholz*) aus Koprosterin, von F. Reindel und 
K. Niederlander®) aus Dehydrolithocholsiure, von K. Yamasaki 
und K. Kyogoku®) aus #-Reduktodehydrocholsiure nach dem 
Verfahren von Wolff-Kishner. Nach E. Fernholz (a. a. 0.) gibt 
f-Lithocholsiure mit Digitonin ein schwer lésliches Digitonid (ygl. 
auch F. Reindel und K. Niederlinder, a. a. QO). 


Auf §S. 168 meiner letzten Mitteilung (a. a. O.) ist angegeben worden, 
daB das Konkrementmaterial wiederholt auf Cholesterin (Salkowskische 
Reaktion) gepriift wurde, und zwar wurden Stiicke des Konkrementes mit 
Chloroform angerieben, die chloroformischen Ausziige filtriert und mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt; in allen Fiillen fiel die Probe sehr schwach 
aus, so dab Cholesterin nur in diuBerst geringer Menge zugegen zu sein 
schien. Aus diesem Grunde hatte man dem Cholesterin, zumal da es sich 
bei ihm nicht um einen ungewohnlichen Gallensteinbestandteil handelt, keine 
weitere Beachtung geschenkt. Spiiter hat sich dann ergeben, daB die Ab- 
dampfriickstiinde der alkoholischen Filtrate von den ausgeschiedenen Kalk- 
verbindungen (S. 165, a.a.0O.) nach Ausziehen mit Chloroform eine stark 
positive Salkowskische Probe gaben, weil in diesen Riickstinden das 
Cholesterin sich angereichert hatte. Auch gaben die Riickstiinde, nach Lisen 
in 90°/,igem Alkohol und Filtrieren, mit alkoholischer Digitoninlésung 
verhiltnismiBig reichliche Fillungen, die ebenfalls eine stark positive 
Salkowskische Reaktion und ebenso auch die Liebermann-Burchard- 
sche Probe’) zeigten. Es wurde ferner die noch zur Verfiigung stehende 
reine (d. h. durch Umkrystallisieren gereinigte) Lithocholsiure (0,97 g) in 
1 °/,iger Lésung in 90 °/,igem Alkohol mit einer 1 °/,igen Lésung von Digi- 
tonin in 90°/,igem Alkohol versetzt und so nach lingerem Stehen eine 
Digitonidmenge von 33,8 mg erhalten. Auch aus der auf S. 165, a. a. O., er- 
wihnten Fettsiurefraktion (0,16 g) lieB sich ein Digitonid gewinnen, das 
16mg wog. SchlieBlich habe ich auch das restliche, bisher noch zuriick- 
behaltene Konkrementmaterial in der friiher angegebenen Weise auf Litho- 


1) Diese Z. 250, 253 (1937). *) Diese Z. 246, 99 (1937). 
3) Diese Z. 264, 104 (1938). 4) Diese Z. 232, 98 (19385). 
5) Ber. chem. Ges. 68, 1243 (1935). °) Diese Z. 235, 43 (1935). 
’) A. Windaus, Ber. chem. Ges. 42, 240 (1909). 
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cholsiiure verarbeitet. Dabei wurde die nach Zerlegung der Kalksalze er- 
haltene Rohsiure etwas ausgiebiger als friiher mit Petrolither angerieben. 
Die nach Verdunsten des Petrolitherauszuges zuriickbleibende Fettsiure- 
fraktion (schitzungsweise 0,15 g) lieferte nach Digitoninbehandlung 36 mg 
Digitonid. Das vom Petrolather nicht Geléste rieb man mit Ather an, wobei 
bis auf einen ganz geringfiigigen Rest, der vernachlissigt werden konnte, 
alles in Lésung ging. Von dem nach Abdunsten des Athers verbleibenden 
Riickstand wurden 0,6 g mit Digitonin behandelt, diese 0,6 g ergaben nur 
2,8 mg Digitonid. Die Beobachtung, da8 bei ausgiebigerer Behandlung der 
Rohsiure mit Petrolither die bei weitem gréBte Menge der ein schwerlés- 
liches Digitonid liefernden Substanz in die Fettsiurefraktion tibergegangen 
war, spricht dagegen, daB es sich bei dieser Substanz um §-Lithocholsiure 
handelte, sie spricht vielmehr fiir das Vorliegen von Cholesterin, denn 
6-Lithocholsiiure ist nach K. Yamasaki und K. Kyogoku’) in Petrolither 
unléslich, wihrend Cholesterin sich bekanntlich in diesem Lésungsmittel, 
wenn auch nicht ganz leicht, lést. Mit den vier zuletzt erwihnten Digitonid- 
fillungen wurden Salkowskische Reaktionen angestellt, die alle deutlich 
positiv ausfielen (Vergleich mit notorischem Cholesterin-Digitonid). Uber 
das Verhalten der #-Lithocholsiiure bei der Salkowski-Reaktion liegen 
zwar in dem Schrifttum anscheinend keine Angaben vor, unter Beriick- 
sichtigung des eben tiber die Léslichkeit von 6-Lithocholsiure und Chole- 
sterin in Petrolither Gesagten kann es aber keinem Zweifel unterliegen, 
daB die 4 Fallungen Cholesterin enthielten. Wenn man die aus dem Kon- 
krementmaterial insgesamt erhaltenen Digitonidfallungen in Rechnung setzt, 
wiirde sich ein Prozentgehalt des Konkrementes an Cholesterin von etwa 
3'/,°/) ergeben (berechnet auf die mit Wasser ausgekochte und dann ge- 
trocknete Steinmasse), dabei ist aber zu beriicksichtigen, da’ die Fillungen 
nicht ganz quantitativ waren, und daB es andererseits zwar wahrscheinlich, 
aber nicht sicher erwiesen ist, da8 sie aus reinem Cholesterindigitonid 
bestanden. 


Zusammenfassend labt sich also sagen, daB sich kein Anhalts- 
punkt dafiir ergeben hat, daB in dem Gallenblasenkonkrement 
neben der gewohnlichen Lithocholsiure die epimere /-Siure vor- 
handen war, und da der Cholesteringehalt des Konkrementes 
doch erheblich héher gewesen ist, als auf Grund der zuerst mit 
dem urspriinglichen Steinmaterial ausgefiihrten Salkowski-Reak- 
tionen vermutet worden war. 


In einer kiirzlich erschienenen Notiz hat Carl Th. Mérner’) 
darauf hingewiesen, daB auBer den beiden in der Kinleitung zu 
meiner letzten Mitteilung (a. a. O., S. 159) erwahnten schwedischen 
Fallen von Choleinsiure-Enterolithen in den letzten 12 Jahren 
noch sieben weitere Fille von ihm bzw. von J. Hellstrém in 
schwedischen Zeitschriften veréffentlicht worden sind. Diese Fille 
waren mir unbekannt geblieben, da sie anscheinend weder im 


) Diese Z. 235, 45 (1935). *) Diese Z. 259, 35 (1939). 
13* 
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Chemischen Zentralblatt noch in den Berichten iiber die gesamte 
Physiologie und experimentelle Pharmakologie referiert worden 
sind. Dagegen fand ich im Chemischen Zentralblatt) einen von 
Gunnar Blix untersuchten Fall referiert, den ich auch in meiner 
Mitteilung (S. 160) angefiihrt habe. Spiiter habe ich mir die Original- 
arbeit*) von Blix verschafft und daraus ersehen, daB der betreffende 
Enterolith vom Menschen (80 jahrige Frau) stammte, was in dem 
kurzen Referat nicht vermerkt war. Durch die Originalarbeit von 
Blix erhielt ich auch Kenntnis von 5 von den obigen 7 schwedischen 
Fallen. Der von Blix untersuchte Diinndarmstein bestand iiber- 
wiegend aus Calciumoxalat (58°/,) und enthielt nur 11°/, Cholein- 
siure, Blix und ebenso C. Th. Mérner zahlen deshalb diesen 
Stein nicht zu den Choleinsiure-Enterolithen, sondern zu den 
Calciumoxalat-Darmsteinen. Blix zitiert in seiner Arbeit auch 
einen von Barth beschriebenen Fall von einem Darmstein, der 
gar keine Choleinsiure, aber 78,2°/, Calciumoxalat enthielt. Andere 
Calciumoxalat-Enterolithe scheinen nicht bekannt geworden zu 
sein. Es ist wohl kein Zweifel, daB man beim genauen Durchsehen 
des einschlagigen (pathologisch-anatomischen, chirurgischen, medi- 
zinischen usw.) Schrifttums aller Linder noch den einen oder 
anderen Choleinsiure-Enterolithen (unter Umstiinden auch Calcium- 
oxalat-Enterolithen) beschrieben finden wird. DaB auSer einem 
englischen Fall simtliche anderen bis jetzt bekannt gewordenen 
(9) Falle von Choleinsdiure-Enterolithen in Schweden veréffentlicht 
worden sind, ist, worauf Blix hinweist, dem besonderen Interesse 
zuzuschreiben, das ein schwedischer Forscher (Carl Th. Mérner) 
der Chemie der menschlichen Steinbildungen entgegenbringt. 





1) Chem. Z. 1935, II, 1391. 
?) Acta chir. scand. (Schw.) 76, 25 (1935). 
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Studien tiber die Entstehung der roten Harnpigmente 
(Uroporphyrin und Porphobilin) bei der akuten Porphyrie 
aus ihrer farblosen Vorstufe (Porphobilinogen) 


Von 
Jan Waldenstrém und Bo Vahlquist 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Klinik und dem Physikalisch-chemischen Institut 
der Universitat Upsala) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1939) 


Die Frage nach der Entstehung des Porphyrins im Organismus bei 
den Porphyrinkrankheiten ist bis jetzt trotz eingehender chemischer Unter- 
suchungen der ausgeschiedenen Farbstoffe immer noch ein Ritsel geblieben. 
Wir haben es deshalb unternommen, diese Frage bei der sogenannten akuten 
Porphyrie niher zu erforschen, um so mehr als ihre Beantwortung wahr- 
scheinlich auch fiir das Verstiindnis der Bildungsweise des Porphyrins im 
Himoglobin wichtig sein diirfte. — Bei der kongenitalen Porphyrie (Giinther) 
wurde das 8 fach carboxylierte Uroporphyrin zum ersten Mal aus dem Harn 
rein dargestellt. [H. Fischer 1915 und 1916%)]. Es wurde auch von Fischer 
gezeigt, daB die Anordnung der §-Substituenten symmetrisch ist. Es ent- 
steht demnach bei der partiellen Decarboxylierung ein Koproporphyrin I. 
Bei der akuten Porphyrie wurde von Waldenstrém?’) (1934) ein Uropor- 
phyrin mit anderen Eigenschaften als das vorher bekannte Uroporphyrin I 
aufgefunden. Durch Abbau wurde gezeigt, da8 dieses Uroporphyrin zu 
derselben Isomerenreihe wie das Blutfarbstoffporphyrin (also Typus III) 
gebort [Waldenstrém 1935%)]. Bis jetzt wurde von Waldenstrém‘) in 
70 Fillen immer ein Uroporphyrin III als hauptsichlichstes 
Harnporphyrin bei der akuten Porphyrie nachgewiesen. Fischer 
und Libowitzky*) konnten im Harn einer Schlafmittelporphyrie Uropor- 
phyrin I und III nebeneinander nachweisen. Auch Mertens®) hat in 
3 Fallen von akuter Porphyrie Uroporphyrin III und daneben auch in zwei 
Uroporphyrin I gefunden. Im Kot eines Falles von akuter Porphyrie konnte 
Waldenstrém (1987) zum ersten Male den Nachweis eines Kopropor- 
phyrins III ermitteln (vgl. auch Mertens 2 Fille II neben I). In mehreren 
Fillen (L6ffler’), Abderhalden’), Waldenstrém] war schon friiher ein 
Koproporphyrin I in den Faeces gefunden worden. 

Als chemische Unterschiede zwischen akuter und chroni- 
scher kongenitaler Porphyrie kann also folgendes angefihrt 
werden: Bei der akuten idiopathischen Porphyrie wird immer Uropor- 
phyrin III im Harn gefunden. Wahrscheinlich treten hier wie bei der Schlaf- 
mittelporphyrie kleine Mengen Uroporphyrin I auf. (Vgl. weiter unten.) Bei 
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der kongenitalen Porphyrie wird hauptsiichlich Uroporphyrin I im Harn aus. 
geschieden. Fischer und Hofmann’) haben aber gezeigt, daB im Harn des 
Kranken Petry auch eine kleine Menge Uroporphyrin III ausgeschieden wurde, 
iihnlich wie Waldenstrém gezeigt hat, daB es sich bei der Muschel Pteria 
um ein Gemisch aus Uroporphyrin I und III handelt. Es sind jedoch Fiille 
bekannt, wo statt dessen Koproporphyrin III ausgeschieden wird [Fischer 
und Duesberg”), Hijmans v. d. Bergh und Muller" ]. Dieses Por. 
phyrin wurde unter 70 von Waldenstrém genau untersuchten Fiillen 
akuter Porphyrie niemals in vermehrter Menge im Harn beobachtet. Auch 
wurde die Bedeutung des bei manifester und latenter Porphyrie aus- 
geschiedenen ,,Chromogens“, das im Harn bei akuter Porphyrie niemals 
vermiBt wird, sich dagegen bei kongenitaler Porphyrie niemals nachweisen 
lieB, besonders betont, Es zeigt sich also, daB die sogenannten zwei 
Formen der Porphyrie sich chemisch verschieden verhalten 
(Waldenstrém 1987). 

Rein klinisch sind sie ebenfalls véllig verschieden. Bei der 
kongenitalen Porphyrie beherrscht die Lichtempfindlichkeit vollkommen das 
klinische Bild. Eine solche wurde dagegen bei der akuten Porphyrie niemals 
beobachtet. Bei der kongenitalen Porphyrie wurde Porphyrin im Blut mehr 
fach nachgewiesen und Hans Fischer konnte zusammen mit Zerweck") 
aus den meisten Organen (Fall Petry) groBe Mengen von Porphyrin dar- 
stellen. Bei der akuten Porphyrie hat man vergebens versucht, im 
Blutserum Porphyrine zu finden (vgl. z. B. Waldenstrém 1934, 1937, 
Mertens 1937). Auch in den Organen von drei an akuter Porphyrie ver- 
storbenen Kranken konnte Waldenstrém kein Porphyrin nachweisen (vgl. 
Mertens 1937). 

Durch das genaue Studium der Erblichkeit bei der akuten Por- 
phyrie in etwa 150 Fallen aus Schweden konnte festgestellt werden, dal 
die akute Porphyrie sich aller Wahrscheinlichkeit nach einfach dominant 
vererbt. Es ist dabei auffallend, daB in keiner der untersuchten Familien 
Zeichen einer kongenitalen Porphyrie mit Lichtempfindlichkeit vorkommen. 
Waldenstrém hat deshalb 1937 die Auffassung vertreten, daB es keine 
gemeinsame Anlage zur ,,Porphyrie“ gibt, sondern daB man 
hier zwei véllig voneinander verschiedene Krankheiten hat. 


Ks scheint verlockend die Frage nach der Verschiedenheit 
im Chemismus der beiden Krankheiten niiher zu studieren. Dabei 
haben wir uns hauptsachlich mit dem friiher untersuchten 
sogenannten Chromogen beschiftigt, da es als mutmaBliches Zeichen 
einer gestérten Porphyrinsynthese besonderes Interesse fiir die 
normale Synthese der Porphyrinpigmente haben diirfte. Die Eigen- 
schaften dieses ,,Chromogens“ und seine Umwandlung in ein 
,rotes Pigment“ waren schon friiher teilweise bekannt (Walden- 
strém 1937, 8.46 und 53). Es konnte aber damals keine Rein- 
darstellung weder der Substanz selbst noch des aus ihm gebildeten 
»rigmentes“ durchgefiihrt werden. 

Da die Namen Chromogen und rotes Pigment zu wenig 
charakterisierend fiir die im folgenden untersuchten Substanzen 
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erscheinen, haben wir uns entschlossen, neue Benennungen ein- 
gufihren. Aus spiter naiher angefiihrten Griinden schienen uns 
die Namen Porphobilinogen und Porphobilin besonders passend. 


Porphobilinogen 


Mit Hilfe der chromatographischen Analyse des Harnes 
gelang es, das Porphobilinogen, das sich durch vollkommene Un- 
léslichkeit in organischen Lésungsmitteln auszeichnet, aus dem 
Harn abzutrennen und durch Elution mit Ammoniak und nach- 
folgender Adsorption an Aluminiumoxyd sowie Elution mit Ammo- 
niak in einer Lésung zu erhalten, die mutmaBlich verhaltnismibig 
rein ist und die keine Farbe besitzt. Diese Lésungen geben eine 
sehr starke Rotfirbung mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens 
sowie starke gelbrote Farbe beim Diazotieren. 

Es wurde versucht, durch Elektrophorese der so erhaltenen 
Lisungen das Porphobilinogen niher zu charakterisieren. Durch 
Elektrophorese war es auch médglich, besonders hochgereinigte 
Lésungen zu erhalten, die zu Versuchen iiber die Umwandlungs- 
produkte des Porphobilinogens dienen kénnten. 

Die Technik ist im Versuchsteil nachzulesen. 

Es wurde festgestellt, daB das Porphobilinogen saure und 
basische Radikale besitzt, und daB der isoelektrische Punkt bei 
Py = 4,1 gelegen ist. Es wandert somit bei p,,< 4,1 kathodisch; 
bei p, >4,1 dagegen anodisch. Derselbe Wert wurde mit Por- 
phobilinogenlésungen, die aus dem Harn von zwei verschiedenen 
Kranken bereitet waren, erhalten. 

Kine Porphobilinogenlésung p,, = 4,1, die 131/, Stunden lang 
elektrophoresiert wurde, gab auf Zusatz des Aldehydreagenses 
genau dasselbe Spektrum wie zuvor. Damit ist wohl bewiesen, 
dafi die 2 Absorptionsbanden nicht von einem Gemisch von 
2 Stoffen mit 1 bandigem Spektrum herriihren. Es konnte auch 
gezeigt werden, daB das Porphobilinogen in den beiden auB8ersten 
Zellen 1 und 5 des Apparates (vgl. Fig. 1 im Versuchsteil) nach 
langdauernder Elektrophorese ein identisches Spektrum besitzt. 
Dies spricht wohl bestimmt dafiir, daB kein anderer mit dem 
Aldehydreagens reagierender Elektrolyt als das Porphobilinogen 
nur mit etwas anderem Wert des isoelektrischen Punktes in der 
erwahnten Lésung vorhanden war. Mit Riicksicht auf die lange 
Zeit durchgefiihrte Elektrophorese kénnen als Verunreinigungen 
in den erwihnten Lésungen nur Substanzen, die iiberhaupt keine 
Elektrolyten sind oder solche, die exakt denselben isoelektrischen 
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Punkt wie das Porphobilinogen haben, in Betracht kommen. Somit 
kann eine solche Porphobilinogenlésung als weitgehend gereinict 
angesehen werden. 

Mit den gereinigten Liésungen wurde weiter der Versuch 
gemacht, das Molekulargewicht des Porphobilinogens zu bestimmen. 
Es wurde in vorbereitenden Experimenten gezeigt, daB die Sub. 
stanz mit Leichtigkeit auch sehr dichte kollodiumpriparierte 
Alundummembranen, die nur Stoffe mit einem Molekulargewicht 
> 8000 zuriickhalten, passiert. Das Porphobilinogen ist also be- 
stimmt nicht hochmolekular. Wegen der groBen Labilitit des 
Molekiils 14Bt sich die Substanz nicht in vollkommen reiner Form 
darstellen. Kine Bestimmung des Molekulargewichtes durch Messung 
der Kochpunktserhéhung ist also nicht durchfiihrbar. Durch Ultra- 
zentrifugierung nach Svedberg konnten u. a. infolge der niedrigen 
Konzentration kaum besonders erfolgversprechende Resultate er- 
wartet werden. 

Unter solchen Verhialtnissen gab es nur einen denkbaren Weg, 
um die iiberaus wichtige Bestimmung der MolekiilgréBe des Por- 
phobilinogens durchzufiihren. Dies war ihre Berechnung aus den 
Diffusionskonstanten, die entweder bei ,,Direkt-Diffusion“ oder 
bei der Diffusion durch eine porése Membran nach der von 
Northrop und Anson?%) angegebenen Methode bestimmt werden 
konnte. Beide Methoden wurden verwendet. Uber die nihere Aus- 
fihrung des Versuches und die Berechnungen ist im Versuchsteil 
nachzulesen. Die Bestimmung nach Northrop und Anson ergab 
ein Molekulargewicht von etwa 350. 


Porphobilin 


Es ist eine allbekannte Tatsache, daB es nicht das Porphyrin 
allein ist, das dem Harn seine dunkle Farbe bei der akuten 
Porphyrie verleiht. Eine Reihe von Farbstoffen wurde sogar be- 
schrieben, die mit verschiedenen Namen versehen als Begleitpigmente 
bei der Porphyrie betrachtet wurden. Unter den Namen Skatolrot, 
Urorosein und Nephrorosein sowie Urofuscin werden sie in der 
Literatur angefiihrt, aber nihere Angaben iiber ihre charakte- 
ristischen Eigenschaften fehlen fast vollstiindig. Der wichtigste 
Farbstoff ist zweifelsohne das von Waldenstrém niéher unter- 
suchte ,,rote Pigment“, hier Porphobilin genannt. In seiner friiheren 
Arbeit (1937) wurde das Verhiltnis zwischen dem Porphobilinogen 
(Chromogen) und dem Porphobilin naher untersucht.. Es wurde 
gefunden, daB Porphobilin ein urobilinahnliches Spektrum mit 
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Absorption um 500 mp besitzt. Im Gegensatz zum Urobilin ist es 
aber unléslich in Chloroform, Ather und Essigester. Die reduktive 
Aufspaltung mit Jodwasserstoff—Hisessig ergab eine farblose Sub- 
stanz, die starke Rotfarbung auf Zusatz des Ehrlichschen Aldehyd- 
reagenses gibt (Waldenstrém 1935). 

In dieser Arbeit haben wir die Eigenschaften des Porpho- 
bilins weiter untersucht. Es gibt in reiner Lésung ihnlich wie 
das Urobilin eine sehr deutliche Biuretreaktion. Auf Zusatz von 
alkoholischer Zinkacetatlésung fluoresziert die Lésung deutlich 
celbgriin. (Diese positive Schlesingersche Reaktion kommt aber 
im Harn wegen der quantitativen Adsorption des Farbstoffes an 
die entstehende Phosphatfallung nicht zum Vorschein.) Die Sub- 
stanz laBt sich mit diazotiertem Dichloranilin kuppeln. 

Die gréBte Schwierigkeit bei der Isolierung des Porphobilins 
war seine Unldslichkeit in organischen Liésungsmitteln. Diese 
Schwerléslichkeit einerseits und die Leichtléslichkeit in Wasser 
anderseits konnte wahrscheinlich auf das Vorhandensein von 
mehreren Carboxylgruppen zuriickgefiihrt werden. Kine Veresterung 
wiirde somit eine verbesserte Léslichkeit in organischen Lésungs- 
mitteln ergeben. Es waren friiher Versuche gemacht, eine solche 
Veresterung durchzufiihren. Sie miBlangen aber alle, offenbar wegen 
ungeeigneter Technik. Das absolut trockene Pigment wurde des- 
halb nach einer neuen Methode verestert. Zu diesem Zweck wurden 
Pigmentlésungen wie gewéhnlich auf Aluminiumoxyd adsorbiert, 
die pigmentreichen Schichten aus der Siule herausgeschnitten, im 
Exsiccator getrocknet und danach mit Methylalkohol versetzt, 
der vorher mit Salzsiuregas gesiattigt worden war. Dabei wurde 
der weitaus gréBte Teil des Pigmentes eluiert, die tief braun- 
rote methylalkoholische Lisung wurde bei Zimmertemperatur 
24 Stunden aufbewahrt. Es wurde namlich gefunden, daB eine 
totale Veresterung des Pigmentes erst nach einigem Stehen ein- 
tritt. Leider gelang die Krystallisation trotz mehrfacher Ver- 
suche nicht. 

Bei der Reduktion mit Natriumamalgam entsteht aus Por- 
phobilin ein farbloses Produkt, das nur eine Spektralbande im 
Griin (5670—550) auf Zusatz des Ehrlichschen Aldehydreagenses 
deigt. Dieses Reduktionsprodukt ist sehr unbestandig. Auf Zusatz 
von Saure entsteht ziemlich schnell eine Rotfirbung unter gleich- 
zeitigem Auftreten einer urobilinahnlichen Porphobilin-Absorption. 
Ks konnte aber festgestellt werden, daB das genannte Reduktions- 
produkt sowie das daraus entstehende Pignient bei essigsaurer 
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und salzsaurer Reaktion in Ather und Chloroform unlislich ist, 
Es kann sich somit nicht um Urobilinogen bzw. Urobilin handeln. 

Ks wurde versucht, die eben genannte farblose Substanz 
chromatographisch zu reinigen. Zu diesem Zweck wurde eine 
alkalische Lésung iiber eine Siule von Aluminiumoxyd filtriert. 
Leider wurde der Stoff sehr schlecht zuriickgehalten und es bildete 
sich offenbar ¢ine betrichtliche Menge des roten Farbstoffes, 
weshalb der Versuch erfolglos blieb. Wir hatten schon friiher 
gefunden, daB man beim Kochen einer mit Natronlauge alkalisierten 
Porphobilinogenlésung keine Porphobilinbildung erhalt. Auch ent- 
steht dabei kein Porphyrin. Es konnte aber gezeigt werden, dai 
die Lésung, nachdem man sie etwa 5 Minuten lang gekocht hat, 
nicht mehr das charakteristische Doppelspektrum auf Zusatz von 
Aldehydreagens gibt. Es entsteht vielmehr eine einfache Bande, 
die mit derjenigen des Urobilinogenkondensationsproduktes zu- 
sammenfallt. Diese Substanz ist aber nicht in Ather, Essigester 
oder Chloroform léslich, und es kann sich also nicht um ein ge- 
wohnliches Urobilinogen handeln. Die Annahme liegt demnach 
sehr nahe, daB beim Kochen des Porphobilinogens in alkalischer 
Lésung dieselbe Substanz entsteht, wie diejenige, die als ein 
Reduktionsprodukt des Porphobilins gefunden wurde. Die Tat- 
sachen sprechen also entschieden dafiir, daB beim Kochen des 
Porphobilinogens in alkalischer Lésung wahrscheinlich durch Kon- 
densation eine farblose Tetrapyrrylverbindung entsteht. Durch 
Oxydation bei saurer Reaktion entsteht daraus das rote Porpho- 
bilin. Andererseits kann durch Reduktion des Porphobilins bei 
alkalischer Reaktion dieselbe farblose Substanz entstehen. Leider 
gelangen die Versuche zur Abtrennung dieses Reduktionsproduktes 
nur sehr schlecht wegen der schon erwihnten Unbestandigkeit 
bei saurer Reaktion. Es konnte also das Molekulargewicht nicht 
festgestellt werden. 

Ks wurde vielfach versucht, die Lislichkeit des Porphobilins 
unter verschiedenen Bedingungen zu bestimmen. Es gelang aber 
nicht, nennenswerte Mengen von Porphobilin in organische Lésungs- 
mittel iiberzufiihren oder sie bei geeigneter Reaktion auszuflocken. 

Eine méglichst reine Porphobilinlésung wurde folgendermaben 
bereitet: Eine mehrmals durch doppelte Adsorption und Ather- 
extraktion gereinigte Porphobilinogenlisung wird bei salzsaurer 
Reaktion (etwa 0,5n-HCl) gekocht. Die Lisung firbt sich dabei 
stark braun und zeigt eine Absorption bei 500—480. Dieses 
Porphobilin ist jedoch bei salzsaurer und essigsaurer Reaktion 
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unldslich in Chloroform und Ather. Es gibt eine schwache Biuret- 
reaktion, die derjenigen des Urobilins ahnlich ist, sowie eine deut- 
liche Fluorescenz auf Zusatz von alkoholischer Zinkacetatlisung. 

Es wurde versucht, die Léslichkeit des Porphobilins durch 
Veresterung zu verbessern. Als beste Methode erwies sich folgende. 
Das Porphobilin wurde aus essigsaurer Lésung an Aluminium- 
oxyd adsorbiert. Aus der Saule wird die pigmenthaltige Schicht 
herausgeschnitten, sorgfaltig getrocknet und danach mit trockenem, 
mit Salzsiuregas gesattigtem Methylalkohol mehrmals extrahiert. 
Es geht hierbei der Farbstoff fast quantitativ in Lésung. Wenn 
eine solche Lésung unmittelbar mit Chloroform versetzt wird und 
man dann unter Kihlung mit Wasser entmischt, geht der Farb- 
stoff nicht in das Chf. Erst nach lingerem Stehen (etwa 24 Stunden) 
tritt eine vollstandige Veresterung ein und der Farbstoff wird 
jetzt chloroformléslich. Durch Entmischen mit Wasser nach 
Chf.-Zusatz wird er in Chf. iibergefiihrt und danach die Lisung 
griindlich mit Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und auf ein 
kleines Volumen eingedampft. Alle Versuche zur Krystallisation 
durch Zusatz anderer Lésungsmittel usw. miBlangen bis jetzt und es 
wurden nur amorphe Fallungen erhalten. Von Angabe der Analysen- 
resultate der offenbar unreinen Substanz wird deshalb abgesehen. 


Porphobilinogen und Porphyrin 

Um die Umwandlungsprodukte des Porphobilinogens naher 
zu studieren, wurden Proben der friiher auf 8.191 erwi&hnten 
131/, Stunden lang im I. P. elektrophoretisch gereinigten Porpho- 
bilinogenlésung bei verschiedener Reaktion 10 Minuten lang ge- 
kocht. Die eine Serie war gegen Lackmus eben alkalisch gemacht, 
die andere war gegen Kongo positiv. In der alkalischen Serie 
zeigte nach 10 Minuten Kochen keine der Proben Fluorescenz im 
U.V.-Licht. In der sauren aber war eine Fluorescenz vorhanden, 
deren Stirke der urspriinglichen Porphobilinogenmenge schitzungs- 
Weise proportional war. Diejenigen Proben, die (auf der Seite der 
Anode bzw. Kathode) kein Porphobilinogen enthielten, gaben auch 
beim Kochen keine Porphyrinfluorescenz. 

Aus diesem Versuch mu8 also geschlossen werden, daB in 
saurer aber nicht in alkalischer Lésung durch Kochen Por- 
phyrin aus Porphobilinogen gebildet werden kann. 

Um die Natur des aus dem Porphobilinogen gebildeten Por- 
phyrins festzustellen, wurde eine Porphobilinogenlisung essigsauer 
gemacht, gekocht und mit Ather extrahiert. Der Ather enthilt 
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kein Porphyrin. Danach wurde die Lésung durch Zusatz von 
Salzsiure so sauer gemacht, daB ein Kongopapier graublau gefirbt 
wurde. Das dabei ausflockende Porphyrin wurde abzentrifugiert 
und mehrmals mit Kisessig behandelt. Dabei ging fast alles Por- 
phyrin in Lésung und das Unlésliche wurde wieder in Ammoniak 
gelést, mit Essigsiure und Salzsiure gefallt und die Fallung 
danach mehrfach mit Eisessig extrahiert. SchlieBlich entstand 
ein eisessigunlislicher Riickstand, der sich aber in Ammoniak 
spielend leicht léste und dabei typisches alkalisches Porphyrin- 
spektrum zeigte. Der weitaus gri8te Teil des Porphyrins, der in 
Kssigester bei graublauer Kongoreaktion und in Hisessig léslich 
war, wurde mit Methylalkohol—Salzsiure verestert, und der 
Ester krystallisiert. Die Krystallform war diejenige eines Uropor- 
phyrin III. Die eisessigunlésliche Fraktion wurde getrennt ver- 
estert. Sie zeigte einen Schmelzpunkt, der > 270° liegt. Leider 
konnte wegen der sehr kleinen Menge keine exakte Bestimmung 
durchgefiihrt werden, da sehr hohe Temperaturen auf dem elek- 
trischgeheizten Objekttisch schwer zu erhalten sind. Es zeigt sich 
also, daB aus einer Porphobilinogenlésung zwei verschiedene Uro- 
porphyrine entstehen. Die eine Fraktion, die den Hauptteil des 
gebildeten Porphyrins ausmacht, verhilt sich wie ein typisches 
Uroporphyrin III. Es wurde auch bis jetzt bei der akuten Por- 
phyrie immer hauptsachlich oder nur Uroporphyrin III isoliert. 
Somit kann also bestimmt behauptet werden, daB aus dem Por- 
phobilinogen hauptsichlich ein Uroporphyrin gebildet wird, das 
nach dem Muster des physiologisch vorkommenden Porphyrins [II 
gebaut ist. Da friiher gezeigt wurde, daB das Porphobilinogen 
etwa das halbe Molekulargewicht eines Uroporphyrins_besitzt, 
kénnen die erwihnten Tatsachen nur so erklirt werden, daB das 
Porphyrin durch Kondensation zweier Dipyrryle entsteht. Somit 
ist auch die Méglichkeit offen, daB8 zwei gleichartig gebaute 
Dipyrryle sich miteinander vereinigen. Dabei wiirde entweder ein 
Uroporphyrin I oder ein Uroporphyrin II entstehen, es wurde 
aber tatsaichlich ein Uroporphyrin III isoliert. Dies kann aber 
nur durch die Annahme von zwei verschiedenen isomeren Dipyrry!- 
carbonsiuren erklart werden. Nennen wir diese Substanzen a und 
mit folgender Formulierung”*): 


P —- = CH - P rb: P E = CH — E_... P 
a b 





*) Wobei P = Propionsiiure, E = Essigsiiure ist. 
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wiirde 1 Molekiil a + 1 Molekiil b ein Porphyrin von Typus III 
ergeben: 


b P_E_oy___E—P 


a-+a dagegen wiirden ein Porphyrin I mit symmetrischer An- 
ordnung der Substituenten und b+ b ein Porphyrin II mit 
paarweiser Anordnung ergeben. Es entsteht jetzt hauptsichlich 
ein Uroporphyrin II], was wohl damit erklirt werden muB, dab 
die Bedingungen fiir seine Entstehung chemisch besonders giinstig 
sein dirften. Die Porphyrine III kommen ja auch im Blut und 
Blattfarbstoff vor, dagegen sind die symmetrisch gebauten Por- 
phyrine offenbar in der Natur sehr selten. 

Durch den positiven Ausfall der Ehrlichschen Reaktion 
wird wohl die Annahme einer freien a@-Stellung im Porphobilinogen 
wahrscheinlich gemacht. Diese ist natiirlich auch eine Voraus- 
setzung fiir einen solchen RingschluB wie der oben angenommene. 


Chioroformléslich =~ Chloroform unléslich = ,,Porphobilinreihe“ 
= ,Urobilinreihe* Porphobilinogen farblos Ehrlich pos. 530—520 
| | 570 —550 
| Kochen alkal. | Kochen sauer 
Y Y 
Urobilinogen farblos Substanz farblos | 


Ehrlich pos. (570—550) 


| 

| 

Ebrlich pos. | 

Y (570—550) | 


Urobilin gelbrot a i 
Spektrum 500—480 Red. mit ~~a, ’ Porphobilin gelbrot 


Biuret + Na-amalgam ~\__ | Spektrum (500—480) 
Schlesinger + | Biuret + (wenn rein) 
is ce Schlesinger + (wenn rein) 
Erhitzen in sau- 


rer Lésung im 
Bombenrohr 





| 
| 
Porphyri | 
ee Y Porphyrin 
wahrscheinlich neben 
Urop. III auch I 





Die Annahme, da8 zwei isomere Dipyrrylcarbonsauren aus- 
geschieden werden, erklart vielleicht auch die Tatsache, warum 
das neben dem Uroporphyrin entstehende Porphobilin so geringe 
Krystallisationsfreudigkeit besitzt. Es diirfte wohl auf Grund seiner 
optischen und anderen EKigenschaften als eine Kette von Pyrrolen 
aufgefaBt werden miissen, aus dem dann beim Kochen ein 
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Uroporphyrin entstehen kann. Dieses Porphobilin diirfte aber, wenn 
es aus zwei isomeren Dipyrrylen gebildet wird, nicht einheitlich 
sein, da die Méglichkeiten a+ a; a+b und b+b theoretisch 
bestehen. Ein solches Gemisch hat aber wahrscheinlich sehr 
geringe Tendenz zur Krystallisation und ein solcher Versuch diirfte 
vor der Trennung der Komponenten wenig erfolgreich sein. 

Unseres Erachtens la8t sich somit das Geschehen am ein- 
fachsten durch das Schema (8.197) darstellen, wobei als Parallele 
die entsprechenden Substanzen in der ,,Urobilinreihe“ angefiihrt 
werden. 

Somit diirfen die Namen Porphobilinogen und Porphobilin 
recht deutlich die Analogie mit Substanzen aus der ,,Urobilin- 
reihe“ angeben. Das Prifix Porpho- zeigt aber die enge Zusammen- 
gehérigkeit mit den Porphyrinen, d. h. die groBe Neigung zum 
RingschluB. 


Versuehsteil 


Teil I. Bestimmung des Molekulargewichtes des Porpho- 
bilinogens und des Porphobilins aus dem Werte ihrer Diffusions- 
geschwindigkeit. Der Zusammenhang zwischen MolekulargréBe und 
Diffusionsgeschwindigkeit kann, wenigstens anniherungsweise, fiir Sub- 
stanzen mit verhiltnismaBig niedrigem Molekulargewicht (wo die Stokes- 
Einsteinsche Formel nicht giiltig ist) durch die von v. Euler") empirisch 
deduzierte Gleichung ausgedriickt werden. 


i 


ine 7 2 
Dy; -VM os <3 e M = (=) ‘ 


D,o. entspricht der Diffusionskonstanten bei 20° und in Zentimetern 
pro 24 Stunden. Sie kann durch Direktdiffusion oder durch die von 
Northrop und Anson") angegebene Membrandiffusion bestimmt werden. 
Wegen der besonderen Schwierigkeiten in der vorliegenden Arbeit (niedrige 
Konzentration der diffundierenden Substanzen, deshalb Gefahr von Stérungen 
durch Wiirmekonvektion, und Unmdglichkeit, die sonst sehr genaue optische 
Methode zu verwenden) ist die Methode von Northrop-Anson vorteil- 
haft. Proben der Au8enfliissigkeit kénnen dabei wiihrend des Versuches 
zur Analyse herausgenommen werden und Stérungen durch Konvektions- 
strémung sind nicht zu befiirchten, sie bewirkt vielmehr nur eine gleich- 
férmige Mischung der herausdiffundierten Substanz; kleine Temperatur- 
differenzen im Laufe des Versuches sind deshalb nur vorteilhaft. 


In einem vorbereitenden Versuch wurde die erstgenannte, spiiter nur 
die letztere Methodik verwendet. 
Direktdiffusion. Diese wurde in dem Zellsystem des Elektro- 


phoreseapparates nach Tiselius’) ausgefiihrt (vgl. Fig.1, unten). Die 
Diffusionskonstante wird aus folgender Gleichung erhalten: 


D, +t Q?.1 
Q= 0 / Dy = 


MI 
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wo Q = diejenige Menge der Substanz, die pro Quadratzentimeter heraus- 
diffundiert. Cy = die Anfangskonzentration der diffundierenden Substanz 
und ¢ = die Diffusionszeit. D,,. (Diffusionskonstante bei 20°) wird aus D, 
(D.k. bei 0°) folgendermaBen berechnet: 


Dog _ Po yt _ 293 ,, 18 
Ds Ze Nao 273 10 


— ee 
~ O2 xt 273 x 10 


Q YZ LA kiZ 
Khhhba-Kidcsriliddat 
“4 Py QOmMOOOHoOooy ooo 
> ~ax 


N 
N 
S 


b . 
SSS Ss 
QL 


$Z 
SIE. 
4 


SSSA uyV 
RASRRSAASSARANN 


. 


4k 
WUMMMMSTEA SLs 
MMA KKK NAA 





Die Versuchslésung wurde aus dem Harn des Porphyrikers, Fall II1*) 
durch Chromatographie, mehrmalige Elution mit schwachem NH,, Extrak- 
tion des schwach essigsauren Eluates mit Ather (um Spuren von Urobili- 
nogen zu entfernen), erneute Chromatographie und Elution mit NH, ge- 
wonnen. Die so erhaltene Lésung war fast farblos und enthielt auSer 
Porphobilinogen in ziemlich hoher Konzentration auch viel Salze, die nicht 
niher analysiert wurden (vgl. weiter unten). 


15 cem Porphobilinogenlésung + 3,75 eem 0,2 jonirer Acetatpuffer 
von pH 4,0. Der Porphobilinogengehalt [Methode Vahlquist*)] der so 
gepufferten Lésung = 6,67 P.E. (P.E. = ,,Porphobilinogeneinheit“). py 4,21. 
Leitungsvermégen 4,27 x 107°. 


Diese Lésung wurde in die Bodenzelle (3) und die zwei untersten 
Seitenzellen (2 und 4) gefiillt. Dariiber wurde eine 0,04 jonire Acetat- 
pufferlésung mit py 4,17 und Leitungsvermégen 1,66 x 10-* gebracht. Ver- 
suchstemperatur 0,4°, Zeit fiir die Diffusion 38 Stunden. Wihrend der an- 
gegebenen Zeit diffundierten pro 0,811 qem 0,425 Porphobilinogeneinheiten 
x 3,73 (= Zellvolumen) heraus. 





*) Vgl. die Arbeit von Waldenstrém und Vahlquist in Acta med. 
scand. (Schwd.) 1939. 
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425 
Pro 1 qem diffundierte folglich: os ao 
<_ x 8,73 ) 
0,811 293 x 18 
Dy = arora 38 e713 x10 > 0,330. 
; 24 
“a oe 
fs = (sas) ies 


Membrandiffusion*). Da diese mehrere Vorteile vor der Direkt- 
diffusion zeigt (wenigstens nach dem obigen Verfahren), wurde die Membran- 
diffusion im folgenden ausschlieBlich verwendet. Die Diffusionskonstante 


kann dabei aus folgender Formel errechnet werden: 


1 Logi oF- Log, (c} _ 20% 
D = -* a caleeemeenemnaiall 


Bei unseren Bestimmungen wurden in demselben Versuch mit ge- 
wissem Zeitintervall wiederholte Analysen auf den Gehalt der Auben- 
fliissigkeit an herausdiffundierter Substanz gemacht. Es wurde dabei folg- 
lich ein bestimmter Teil der AuBenfliissigkeit jedesmal verbraucht. Line 
spezielle Formel fiir Berechnung mit Riicksicht auf die sukzessive Ver- 
iinderung im Volumen der AuBenfliissigkeit wurde von Dozent T. Teorell 


deduziert: 








V,x J 
D _ 2,3 * = A 
K (ty — tp) Vzst+V, 
bi B = o# 
J A 
x Log 7 +V 
Y 1H J A yd 7B 
(an ~ “F*o8 - of) 


K = die Zellkonstante. t, —t,= die Zeit. Vy und V4 = Volumen 
der Innen- und AuBenflissigkeit. Cy und C, = Konzentration des Por- 


- 


phobilinogens in der Innen- und Aubenfliissigkeit. C, wurde jedesmal 
direkt bestimmt, Cy wurde berechnet nach der Gleichung: 
Vy 
\E _ qaB A (QE B 
(y= Uy = Vy, (¢ A. C4) ‘ 


Die Zelle (vgl. Fig. 2), die fiir die Diffusion verwendet wurde, war 
von Schott & Gen., Jena, hergestellt. 

Das Innenvolumen war 48 ccm. Die ,,Zellkonstante“ dieser be- 
stimmten Zelle wurde durch Messung der Diffusion von 0,1 n-NaCl-Liésung 
gegen destilliertes Wasser ermittelt. Die Menge des herausdiffundierten 
Natriumchlorids wurde elektrometrisch mit AgNO, titriert. Die Diffusions- 
konstante fiir NaCl ist bei 18,25° = 1,05 (unabhingig von der Konzentration 
im Gegensatz zu gewissen anderen Salzen, die friiher fiir Standardisierung 


*) Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde im medizinisch- 








chemischen Institut der Universitit Upsala ausgefiihrt. Wir méchten auch 
an dieser Stelle Herrn Professor G. Blix sowie Herrn Dozenten T. Teore!! 


unseren herzlichen Dank sagen. 
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erwendet wurden). Als Mittelwert der Zellkonstanten (mehrere Analysen) 
vurde 0,273 gefunden. 

Um die Zuverlissigkeit der Methode zu priifen und ihre Verwend- 
arkeit bei Substanzen von etwa derselben MolekulargréBbe wie das Por- 
phobilinogen zu ermitteln, wurde die Diffusionskonstante der Saccharose 
Mol.-Gew. 342) durch Membrandiftusion bestimmt und daraus das Molekular- 
vewieht nach der von Eulerschen Formel berechnet. 
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Fig. 2 
Die Aubenfliissigkeit war destilliertes Wasser; die Menge der heraus 
5 eo 
diffundierten Saccharose wurde interferometrisch sehr genau bestimmt. 





Die Versuchslésung war eine 0,6840 °/,ige Wasserlésung von Saccha 
| rose (0,002 molar). Bevor der eigentliche Versuch begonnen wurde, stand 
lie mit Saccharoselésung gefiillte Zelle (genau horizontal-nivelliert!) wihrend 
6 Stunden in einem Becher mit 43 cem aq. dest. gasfrei, um den Konzen- 
trationsgradienten geradlinig zu machen (,,Vordiffusion“). Dabei diffundierten 
),0120 9), heraus. Am Anfang des eigentlichen Versuches war folglich die 
Saccharosekonzentration in der Zelle 0,672 °/). 
Beginn des Versuches 6. 12. 1937 20°° Uhr. 


C , = 0,0000 , J 4 = 43 ccm, 
Cy = 0,6720, Vy = 43 ecem. 


8. 12. 114° Uhr werden 4 cem der AuBenfliissigkeit fiir Analyse entfernt. 
0,0549 /, , 


res 43 : its 
, = 0,6720 — x (0,0549 — 0) = 0,6171 °/, , 
, = 39 ccm, 
= 43cem. ¢, — tp, = 39,33 Stunden (Temperatur-Mittelwert 17,5° 
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2,3 43 x 43 


’ 
i= Vv 


_ “wS 
0.273 x 39,33 43 + 48 


0.6720 — 0.0000 


” Log a as 2 . 0,357 ° 


43 X 45 
(0.6720 — 0,0000) _— 13 (0.0549 — Q) 
Korr. zu 20°: D, 0,384 . 
10. 12. 17°° Ubr 4 eem entfernt. 


= 0,1206 °, , 


2¢ 
we - ed 
(', = 0,6171 — —— xX (0,1206 — 0,0549) = 0,0657 , 
43 
‘ 30 cem, 
y= 48eem. ty = tp = 53,38 (Temperatur-Mittelwert 17,5 °) 
2,3 39 XxX 43 
i} - -<¢ Xx ‘ 
0,273 X 53,38 39 + 43 
0,6171 — 0,0549 
- Log = 0,354 


2O ' ©) 


3 13 
0,6171 — 0,0549) — ™ (0,1206 — 0,0549) 


Korr. zu 20°: D 0,381. 
Der Versuch wurde am 11. 12. 11°° Uhr beendet. 


(', = 0,1420 "/, , 


; So 
(', ber. = 0.5575 — x (0.1420 — 0.1206) = 0.5401. 
43 
C', gef. = 0,5369 , 
V, = 43 cem. ly — tp 18,00 (Temperatur-Mittelwert 17,5‘ 
2.8 So. x 48 
/) Y 


0.273 x 18,00 “ 35 + 43 


0.5575 0,1206 
- Log = = V,36 
eases pao 3D + 43 
(0.5575 — 0,1206) — (0,1420 — 0,1206) 
43 
morr. au 20°: D,, = 0,398. 
7 0.3884 + 0.381 + 0.3938 
Mittelwert fiir D,, = - = 0,386. 
/ 7 
M :- |} = 329. 


0.386 


Diffusion von Porphobilinogen. Die Lésung wurde aus dem 
urobilinogenfreien Harn des Falles I. durch einfache Chromatographie 
und nachfolgende Elution mit NH, gewonnen. Die Lésung war fast 
vollkommen farblos. 

50 ecm Porphobilinogenlésung + 13', ecm 0,5 joniirer Acetatpul 
Pp 4,06) + 3'/, cem 2n-NaCl (= 0,1 jonirer Puffer + 0,1 n-NaCl). Di 
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ufferte Lésung hatte ein py von 4,02. Vordiffusion wiihrend 5 Stunden 
even 0,1 jonires Acetat und 0,1 n-NaCl-Lésung in der Aubenfliissigkeit. Der 
phobilinogengehalt war im Anfang des eigentlichen Versuches 2,07 P.E. 
D,,, im ersten Teil des Versuches (48,08 Stunden) = 0,371. Im zweiten 

teil des Versuches (46,50 Stunden) = 0,380. Aus dem Mittelwert, 0,376, 


rd das Molekulargewicht berechnet: 


Lal af \ 9 
M= = = 347. 
( Dyo ( 0.376 


Diffusion des Stercobilins. Da das rote Pigment, das aus Por- 
phobilinogen gebildet wird, allem Anschein nach aus einer Kette von 
| Pyrrolen besteht, wurde als Vergleich ein Diffusionsversuch mit krystalli- 
siertem Stercobilin ausgefiihrt. (Das Priiparat wurde uns in liebenswiirdiger 
Weise von Herrn Geheimrat Fischer durch Herrn Dr. Libowitzky zur 
Verfiigung gestellt.) 

50 cem Stercobilinlésung (etwa 10mg auf 100 cem) + 131), cem 0,5 jonirer 
\cetatpuffer von py 4,06 + 3'/,cem 2n-NaCl. py, der gepufferten Lésung 3,99. 
Vordiffusion wiihrend 13 Stunden; die AuBenfliissigkeit war dabei wie im 
eigentlichen Versuch 0,1 jonires Acetat und 0,1n-NaCl. Die Stercobilin- 
konzentration wurde durch die Bestimmung der Lichtabsorption im Stufen- 
photometer mit Filter S43 gemessen. Bei jeder Analyse der Aufen- 
Hussigkeit wurde hier ebensowohl wie beim Porphobilin unmittelbar eine 
Verdiinnung der Originallésung bis auf etwa den gleichen Stercobilingehalt 
.usgefiihrt und die Lichtabsorption der so verdiinnten Fliissigkeit wurde 
vemessen. Dadurch, dab der fiir die Aubenfliissigkeit gefundene Wert mit 
dem letzteren verglichen wurde, ist die Fehlerquelle, die darin bestehen 
kinnte, daB die Substanz vom Beerschen Gesetz kleine Abweichungen 
zeigt, eliminiert. Als Kontrolle wurde iibrigens derselbe Vorgang auch 
bei den Saccharose- und Porphobilinogenlésungen verwendet. Fiir die 
‘etztere Substanz wurde dadurch auch der Fehler, der durch Spontan- 
destruktion der Substanz (etwa 2°/, in 24 Stunden) entsteht, automatisch 
corrigiert, da diese ja auch in der Vergleichslésung vor sich geht. Eine 
entsprechende Korrektion wurde auch bei der Berechnung des Porphobili- 
iogengehaltes in der Innenlésung gemacht. 

D,, war im ersten Abschnitt des Versuches (46 Stunden) 0,225. Im 
weiten Abschnitt (46,75 Stunden) 0,257. Aus dem Mittelwert 0,241 wurde 
‘as Molekulargewicht des Stercobilins berechnet: 


M = |—~ |= 844. 
0,241 

Diffusion von Porphobilin. Eine Porphobilinlésung, gewonnen 
irch Kochen unter Luftzutritt wihrend 5 Minuten von einer gegen Lackmus 
iuren Porphobilinogenlésung, wurde verwendet. Die Porphobilinogen- 
sung wurde durch wiederholte Chromatographierung und Atherextraktion 
m Entfernen von etwa vorhandenem Urobilinogen gewonnen. Die Por- 
hobilinlésung war dunkelrot mit einem Stich ins Briiunliche und zeigte 
ue urobilinihnliche Lichtabsorption. Beim Einstellen des py auf den iso- 
ektrischen Punkt des Porphobilins flockte dieses teilweise aus, weshalb die 
fusion ihnlich wie die vorhergehende bei py 4,1 ausgefiihrt werden muBte. 
14* 
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50 ccm Porphobilinlésung + 13'/, cem 0,5 jonirer Acetatpuffer 
Pp 4,06 + 3'/, cem 2n-NaCl. Die Aubenfliissigkeit hatte denselben Gel |t 
von Puffer und NaCl (0,1 jonir bzw. 0,1n). Der Porphobilingehalt wu: 
durch Ablesen der Lichtabsorption im Stufenphotometer mit Filter S 47 
gemessen. Im Anfang des Versuches zeigte die Innenlésung eine Absor) 
tion von 1,53 E. (nach Vordiffusion wihrend 10 Stunden). 

D,,, im ersten Teil des Versuches (39,95 Stunden) = 0,248, im zweiten 
Teil (44,67 Stunden) = 0,256. Mittelwert = 0,250. Berechnetes Molekul:: 
gewicht: . , 

M = ( a 784. 
0,250 | 
Berechnet nach der von Eulerschen Formel aus dem Werte 


Diffusionskonstanten (gewonnen bei der Membrandiffusion) wurden 4 
folgende Molekulargewichte erhalten: 


Saccharose. .... .. 329 (Mol.-Gew. 342) 
Porphobilinogen . . . . 347 - 
Stereobilin. . ... .. 844 (Mol.-Gew. 594) 
go | a rs -— 


Von den beiden Vergleichssubstanzen zeigt die Saccharose offenba 
eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen gefundenem und wirklicher 
Wert. (Wahrscheinlich diirfte die Saccharose eine der Substanzen gewesen 
sein, die bei der Aufstellung der von Eulerschen Formel benutzt wurden. 
Beim Stercobilin liegt der gefundene Wert bedeutend héher (um 42 °%,) als 
der wirkliche. Es li®t sich schwerlich mit Sicherheit entscheiden, inwieweit 
dies durch die Annahme einer langgestreckten Form des Molekiils, dure} 
Hydratation oder durch andere unbekannte Faktoren zu erkliren ist. 

Die Diskrepanz zwischen dem experimentell berechneten und den 
wirklichen Molekulargewicht des Stercobilins zeigt aber, daB jene mit eine: 
gewissen Vorsicht beurteilt werden miissen. Die absolute GréBe des 
Molekiils beim Porphobilin und Porphobilinogen wird wohl kaum dureh 
die erhaltenen Werte exakt angegeben. Dagegen kann mit groBber Wahr 
scheinlichkeit behauptet werden, daB die Molekulargewichte sich zueinande: 
wie 2:1 verhalten. Die Tatsache, dali das Stercobilin langsamer als be 
rechnet diffundiert und deshalb auch ein relativ zu hohes Molekulargewicht 
nach dieser Berechnung erhilt, bedeutet nicht, daB sie auch fiir das Por 
phobilin gilt. Die groBe Zahl der Carboxylgruppen im letzteren muS un 
bedingt von groBer Bedeutung fiir seine physikalischen Eigenschaften sein 

Im Text haben wir deshalb die direkt gefundenen Molekulargewichte 
des Porphobilins und Porphobilinogens angegeben, ohne sie niher 
diskutieren. 

Teil Il. Elektrophoreseversuche. Hierbei wurde die yon Tise 
lius'®) angegebene Methodik verwendet. Die Absicht bei diesen Ve 
suchen war teils die Wanderungsgeschwindigkeit bei verschiedenem p, 
festzustellen und dabei auch den isoelektrischen Punkt zu bestimmen, teils 
auch besonders reine Lésungen des Porphobilins und Porphobilinogens 
durch Elektrophorese im oder in der Niihe des isoelektrischen Punktes 
erhalten. Als Beispiel werden im folgenden die genauen Daten je eine: 
Versuches zur Bestimmung der Wanderungsgeschwindigkeit und zur Da: 
stellung einer gereinigten Lésung von Porphobilinogen angegeben. 
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Die Wanderung des stark gefirbten Porphobilins kann direkt mit 
em Auge verfolgt werden (vgl. Fig. 3). Die Wanderung des farblosen 
Porphobilinogens dagegen kann nicht direkt beobachtet werden, und die 
veringe Konzentration libt keine wahrnehmbaren ,,Schlieren“ entstehen. 
Seine Wanderung konnte folgiich nur durch Analyse des Inhaltes in den 
erschiedenen Zellen nach abgeschlossener Elektrophorese bestimmt werden. 





Die Verschiebung der vorderen und hinteren Grenzlinie war, nach den 
\nalysenresultaten zu beurteilen, nicht ganz symmetrisch, wahrscheinlich 
wegen der Schwierigkeit, Uberschichtungsfliissigkeit und Versuchslésung 
dieselbe Elektrolytkonzentration zu geben (vgl. unten). Die Wanderung 
der hinteren Grenzzone wurde durchgehend als Grundlage zur berechnung 
der Wanderungsgeschwindigkeit genommen. Diese wurde aus der Forme] 


' bs “qd H " . ‘ 
abgeleitet A = ——-; wo w= die gefundene Wanderung (cm/sek.), g = die 
t 
\Juerschnittsarea, H = Leitungsvermégen und ¢ = Stromstiirke. 


t 
Beispiel I. Elektrophorese Nr. 8. Bestimmung der Wanderungs- 
veschwindigkeit des Porphobilinogens bei py, 9,2. 

Da sowohl das Porphobilin wie das Porphobilinogen leicht-dialysable 
Substanzen sind, konnten die Unterschiede in Elektrolytkonzentration nicht 
vie gewOhnlich durch Dialyse gegen eine AuBenpufferlésung vor Ansetzen 
des Versuches ausgeglichen werden. Infolge der daraus resultierenden 
invermeidlichen Differenz zwischen Puffer und Lésung des untersuchten 
Stoffes konnte eine Abnahme des Leitungsvermégens der letzteren wihrend 
es Versuches nicht vermieden werden. Sie war aber gewohnlich nicht 
ehr grob. Diejenigen Werte des Leitungsvermégens, die bei der Be- 
echnung der Wanderungsgeschwindigkeit benutzt wurden, sind Mittelwerte, 

‘aus dem Wert vor und nach der Elektrophorese gewonnen wurden. 

Versuchslésung aus dem Harn des Porphyrikers Fall Il], wie bei 

irektdiffusion“ angegeben dargestellt. Porphobilinogengehalt etwa 3,3 P.E. 
‘itungsvermégen 8,4 x 10-4. 10cem Lésung + 1,11 cem 0,4 joniirer Phos- 
itpuffer. In diesem war py 9,2, Leitungsvermégen 1,78 x 107°. In der 
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AuBenfliissigkeit 0,04 jonirer Phosphatpuffer p,; 10,6, Leitungsvermég: 
1,26 x 10-*%. Dauer des Versuches 62 Minuten. Spannung 200 Volt, Stron 
stiirke 6,80 M.A. Temperatur 0,5°. Leitungsvermégen nach abgeschlossene 
Versuch 1,72 x 107%. 

Analyse des Porphobilinogengehaltes (Methode Vahlquist} in de 
verschiedenen Zellen (vgl. Fig. 1) bei Abschlu8 des Versuches (P.E.). 


fee 4. as 


~ Se ete oe 1,95 
») 3 
onlin “1°01 Wf — 2.98 
” . «= 2,85 { 
D eo Gs ee 0,53 


Berechnete Wanderung (Seitenzellen gleich gro, Inhalt 3,73 « 
Hohe 4,6 em). 
(2.83 — 1,95) - 4,60 


443 Cm 
2,83 
1,43 0,811+ 1,75 - 107% 
A . 8,02 x 107° em/sek. 
60 x 62 0,0068 
Beispiel Il. Elektrophorese Nr. 13. Reinigung der Porph 


bilinogenlésung durch Elektrophorese in I.P. 


Versuchslésung dieselbe Porphobilinogenlésung wie im Elektrophorese 
versuch 8. Puffer und Zusatz von Acetatputter bis zur berechneten 0,04 joniren 
Konzentration. py nach der Pufferung 4,21. Leitungsvermégen-Mittelwert 
vor und nach Kataphorese 3,4 x 10-*. Puffer 0,04 jonires Acetat, py 4,0° 


Leitungsvermégen 1,66 x 10-*. Versuchszeit 227 Minuten. Spannung 200 V: 
Stromstiirke 10,5 M.A. Temperatur 0,4°. 


Originallésung 7,50 P.E. 


Zelle la e = 
Lb 
Z er 6,17 
> ™” OF 
rene | V/ 7.17 
oaks 7,08 | 
da = tee ie = 
re 0,05 0,25 pro 1,87 cem) 
. (7,17 — 6,17) - 4,6 
Berechnete Wanderung: —-~———~ c = 0,64 em , 
i, 
” 0,64 0,811 -3,4- 107 7 
K = — —_ : = 1,23 x 1075 em/sek. 
60 - 227 0,0105 


Spektroskopische Untersuchung des Zelleninhaltes beim Versetzen de 
Porphobilinogenlésung mit gleichen Teilen von Ehrlichs Aldehydreagens 
Spaltéffnung konstant. Gitterspektroskop Loewi-Schumm. 


Zelle 2. 570—546, 527—510. Schichtdicke 5 mm, 
Zelle 4. 578—542, 527—508. - 5 mm, 
Zelle 5b. 569—545, 526—509. m 18 mm. 


Das Resultat der iibrigen Elektrophoreseversuche mit Porphobilinoge: 
bzw. Porphobilin geht aus Fig. 4 hervor. 
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gi Gewisse, hier nicht niher angefiihrte Versuche scheinen zu beweisen, 
On dab die Anwesenheit von Puffersalzen eine gewisse Hemmung der Wande 
- rungsgeschwindigkeit ausiibt. Diese ist aber bei den hier in Frage kommen 
| den, verhiltnismiBig kleinmolekularen Verbindungen durchaus nicht so 
de ausgesprochen wie diejenige, die man bei der Elektrophorese yon Eiweil 
toffen gefunden hat!*'5), 
| _Puffer__ 
6] Citrat Ay 30-25 
Acerat Py 40-50 


Phosphat Py 63-776 


> Asthode 
io 
i 








wanderungsgeschwindighei! in 10-° Cm Sek 


70 r \ tate Lopor 90111 1096. 7 


AP sip ,] 2460 
Py DAO) iT, [/P=375 


Anode « 


77} J 0 nana 
Fig. 4 


Elektrophorese. Es ist somit deutlich, dab sowohl das Porphobilinogen 
wie das Porphobilin amphotere Elektrolyte sind. Der isoelektrische Punkt liegt 
im ersteren Falle bei 4,1, im letzteren bei 3,1. Die Kurve des Porphobilino- 
rens (Fig. 4) zeigt keinen Knick, der auf eine sprungweise Abdissoziation 
mehrerer Radikale hindeuten kénnte. Es scheint nicht unmdéglich, daB eine 
venauere Analyse des Stoffes doch gewisse Unregelmibigkeiten des Kurven 
verlaufes nachgewiesen hitte, da das Porphobilinogen wahrscheinlich eine 
Dipyrryltetracarbonsiure ist. Andererseits wiirde méglicherweise die Tat 
sache, daB die Lésung ein Gemisch aus zwei isomeren Dipyrrylearbonsiiuren 
enthilt, die Verschiedenheiten bei der Abdissoziierung ausgleichen. 


Zusammenfassung 


1. Das Molekulargewicht des farblosen Porphobilinogens 
rfte etwa 350 betragen. Der isoelektrische Punkt liegt bei 
= 4,1. Die Substanz ist unléslich in organischen Lisungsmitteln. 

2. Porphobilinogen gibt starke Rotfarbung mit dem Ehrlich- 
ien Aldehydreagens und ein stark gefarbtes Diazotierungsprodukt. 
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Es ist somit schon deshalb wahrscheinlich, daB es sich um ei 
Pyrrolderivat handelt. Die Ehrlichsche Aldehydreaktion wird 


am einfachsten durch die Annahme einer freien @-Stellung erklirt, 


3. Es entsteht aus dem Porphobilinogen beim Kochen in 
alkalischer Liésung eine Substanz, die wie das Urobilinogen ein 
einbandiges Spektrum bei Zusatz des Ehrlichschen Reagenses 
hat. Sie ist aber unldslich in Ather und CHCI,. 

4. Beim Kochen in saurer Reaktion wird das Porphobilinoge: 
zerstort und es entstehen groBe Mengen eines roten Pigmentes 
mit urobilinahnlicher Absorption. 

5. Dieses rote Porphobilin hat ein Molekulargewicht von 
etwa 750—800. Sein spektroskopisches Verhalten ist mit dem 
des Urobilins identisch, es ist aber in Ather und CHCl, vollkommen 
unléslich, Um ein Urobilin kann es sich also nicht handeln. 
Andererseits gibt das Porphobilin deutliche Biuretreaktion sowie 
in reiner Liésung Fluorescenz mit Zinkacetat. Es l4Bt sich mit 
Natriumamalgam zu einer Substanz reduzieren, die sich wie 3. 
verhalt. Das Porphobilin kann mit HCl—Methylalkohol verestert 
werden und wird dann lislich im CHCl,. 

6. Aus einer reinen porphyrinfreien Liésung von Porphobilin 
kann in saurer Lisung durch Kochen ein Porphyrin entstehen. 

7. Beim Kochen einer weitgehend gereinigten sauren Por- 
phobilinogenlisung entsteht neben Porphobilin ein Porphyrin. Dies 
besteht zum allergréBten Teil aus Uroporphyrin HI. Wahrschein- 
lich entsteht aber daneben auch eine sehr kleine Menge Uropor- 
phyrin I. 

Zusammentassend kann also gesagt werden: Bei der akuten 


Porphyrie wird regelmaBig primir ein farbloser Stoftf 


ausgeschieden, dessen EKigenschaften mit denen einer 
Pyrrolverbindung gut itibereinstimmen. Da sich diese 
Substanz beim einfachen Stehen oder schneller beim 
Kochen in saurer Lésung in ein Uroporphyrin verwandelt, 
und ihr Molekulargewicht etwa 350 betrigt, wird es sich 
also um eine Dipyrryl-tetracarbonsiure handeln. 

Das entstandene Uroporphyrin ist aber nicht hauptsichlich 
das symmetrisch gebaute Uroporphyrin |, sondern das asymmetrische 
Uroporphyrin III. Somit muB also die Existenz von zwei isomeren 
Dipyrrylcarbonsiuren (a und b) angenommen werden, die sich be! 
saurer Reaktion im Harn analog der Anordnung im Blutfarbstott 
miteinander verkniipfen. 
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In den Geweben des akuten Porphyrikers kommt wahrschein- 
niemals Uroporphyrin, sondern nur Porphobilinogen vor. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller 


oundation ausgefihrt. 


Wir méchten den Herren Professoren The Svedberg und 


\rne Tiselius fiir wertvolle Unterstiitzung wihrend der Arbeit 
iuseren herzlichen Dank sagen. 
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Uber die Bildung der $-3-Oxy-6-keto-allocholansadure 
aus 3,6-Diketocholansdure im Krétenorganismus 
und aus «-3-Oxy-6-ketocholanséure im Kaninchenorganismus 
Von 
Morihisa Tukamoto 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama. Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1939) 


Durch die Untersuchung von Yamasaki und Kyogoku}) ist 
es wahrscheinlich gemacht worden, daB die raiumliche Lage der 
sekundiiren Alkoholgruppe am C, des Sterinmolekiils bei der 
Gallensiurebildung aus Sterinen im Tierkérper iiber die Keto- 
gruppe in eine andere sterische Anordnung umgewandelt wird. 
So wird z. B. der Kréte verabreichte «-Reduktodehydrocholsiure 
von Schenk (@-3-Oxy-7,12-diketocholansiiure) nach Epimerisierung 
der sekundiiren Alkoholgruppe am C, als 8-3-Oxy-7,12-diketo- 
cholansiure und die in gleicher Weise behandelte Dehydrodes- 
oxycholsiure (3,12-Diketocholansiiure) nach Reduktion der Keto- 
gruppe am C, als a- und #-3-Oxy-12-ketocholansiure im Harn 
aufgefunden. Bei der Bildung der Gallensiuren aus Sterinen 
mu nun nicht nur eine Epimerisierung der OH-Gruppe am ©, des 
Sterinmolekiils, sondern auch eine sterische Umlagerung am | 
stattfinden. 

In diesem Sinne hat Miyazi?) Kaninchen 3,6-Diketo-allocholan- 
siiure verabreicht und aus dem Harn in ziemlich guter Ausbeut 
8-3-a-6-Dioxy-allocholansiure gewonnen. Hierbei wurde also keine 
Umlagerung der Allocholansiiure in Cholansiiure beobachtet. Doct: 
hat Miyazi die Behauptung aufgestellt, daB die 3,6-Diketo-allo- 
cholansiure im Kaninchenorganismus wohl unter Umlagerung des 
Wasserstofiatomes am C, und unter Reduktion der beiden Keto- 
gruppen in @-3,6-Dioxycholansiure (@-Hyodesoxycholsiure) um- 
gewandelt und im Organismus benutzt wird, daB dagegen di 


1) Diese Z. 233, 29 (1935); 233, 43 (1935); K. Kyogoku, Diese 7 
246, 99 (1937); 250, 253 (1937). 
2) Diese Z. 254, 104 (1938). 
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dabei gleichzeitig gebildete @-3-a-6-Dioxy-allocholansiure als 
\orperfremd im Harn ausgeschieden wird. 

Um den Mechanismus der Epimerisierung der OH-Gruppe 
am Cg, und der Umlagerung des Wasserstoffatomes am OC, des 
Gallensiure- bzw. Sterinmolekiils weiter klarzustellen, wurde 
v-Dehydrohyodesoxycholsiure (3,6-Diketocholansiure) Kréten und 
g-3-Oxy-6-ketocholansiure Kaninchen verabfolgt und ihr Schicksal 
studiert. 

Im Krétenharn wurde (-3-Oxy-6-keto-allocholansiure auf- 
sefunden, die mit der von Wieland, Dane und Martius’) durch 
partielle Hydrierung der 3,6-Diketo-allocholansiure und von 
Sugiyama‘) durch partielle Oxydation der #-3-e-6-Dioxycholan- 
siure®) erhaltenen £-3-Oxy-6-keto-allocholansiure vom Schmelz- 
punkt 239° identisch war. Auch aus dem Harn von Kaninchen, 
denen @-3-Oxy-6-ketocholansiure verabreicht worden war, wurde 
dieselbe -3-Oxy-6-keto-allocholansiure gewonnen. 

Im Kréten- sowie im Kaninchenkérper wird also 3,6-Diketo- 
cholansiure oder @-3-Oxy-6-ketocholansiure zum Teil einerseits 
unter Reduktion einer Ketogruppe oder unter Epimerisierung der 
OH-Gruppe am ©, und andererseits unter sterischer Umlagerung 
des Wasserstoffatomes am ©, in die §-3-Oxy-6-keto-allocholan- 
siure umgewandelt und im Harn ausgeschieden, wobei vielleicht 
auch a@-3-Oxy-6-keto-allocholansiure und a-3,6-Dioxycholansiure 
aus der 3,6-Diketocholansiure und a@-3-Oxy-6-ketocholansiure 
gebildet und im Harn ausgeschieden werden kénnten. Dies ist 
aber nicht der Fall und beruht héchst wahrscheinlich darauf, dab 
#-3,6-Dioxycholansiure oder «-3-Oxy-6-keto-allocholansiure bzw. 
e-3-Oxy-6-ketocholansiure im Tierkérper anderweitig benutzt 
worden sind. 

Somit muB die Epimerisierung der OH-Gruppe am C, des 
Gallensiiture- oder Sterinmolekiils physiologisch nicht zweck- 
entsprechend sein, was auch schon Miyazi’) und hKyogoku’) 
behauptet haben. 

Auf Grund der Ergebnisse darf man wohl annehmen, dab 
(ie §-Konfiguration der OH-Gruppe am C,, die sich gegen die 
Methylgruppe am C,, in cis-Stellung befindet, und die trans- 
Vekalinform der Ringe A und B der Gallensiiuren und Sterine 


) Diese Z. 215, 20—23 (1933). 

') J. of Biochem. 25, 157 (1937). 

’) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 245 (1926). 
°) Diese Z. 260, 256 (1937). 
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im Organismus als kérperfremd zu betrachten sind. Demzufo ce 
wird die von der Kréte aus 3,6-Diketocholansiure und vom 
Kaninchen aus «-3-Oxy-6-ketocholansiure gebildete §-3-Oxy-6-ke‘o- 
allocholansiure, deren OH-Gruppe am ©, der sog. £-Konfiguration 
und deren Ringe A und B der trans-Dekalinreihe angehéren, im 
Harn ausgeschieden. 

Im Tierkérper findet also nicht nur eine Epimerisierung der 
OH-Gruppe am C, des Gallensiuremolekiils, sondern auch eine 
Umlagerung der Cholansiure in Allocholanséure statt, wobei auch 
eine umgekehrte Umlagerung auftreten miiBte. Dies muf weiter 
verfolgt werden. 


Weiter ist bemerkenswert, dab bei Zufuhr von a-3-Oxy-6-ketocholan- 
siure im Harn des Kaninchens Desoxycholsiiure aufgefunden wurde, die 
als Essigcholeinsiure und als Diformyldesoxycholsiure identifiziert wurde. 
Da in der Kaninchengalle Glykodesoxycholsiiure vorkommt’), so kénnte 
man annehmen, dab bei Verabreichung einer groBben Menge von kérper 
tremder Gallensiure die Spaltung der kérpereigenen gepaarten Glykodesoxy- 
cholsiure durch Glykocholase‘) in der Leber und Niere gesteigert und die 
Desoxycholsiure im Harn ausgeschieden wird. 

Die Moéglichkeit einer Umwandlung der «-3-Oxy-6-ketocholansiure in 
Desoxycholsiiure kann augenscheinlich ausgeschlossen werden. Obwohl die 
Frage weiter genau verfolgt werden mub, scheint doch die im Harn des 
Kaninchens ausgeschiedene Desoxycholsiure bei Zufuhr von 3,7,12-Triketo- 
cholansiiure*) oder von 12-Keto-3-cholensiure**) wenigstens zum Teil auch 
von gepaarter Glykodesoxycholsiure herstammen zu kénnen, wie es bei 
Zufuhr der «-3-Oxy-6-ketocholansiure der Fall war. 


Experimenteller Teil 


1. Versuche mit Kroten. Jeder einzelnen der tiglich zum Versuche 
verwandten Kréten wurden pro Tag etwa 2 ccm einer 1°%/,igen Natrium- 
salzlésung der 3,6-Diketocholansiure subcutan eingespritzt. Der Harn 
wurde am niichsten Tage durch Katheterisierung gewonnen und mit dem 
spontan entleerten, der in einer Schale am Boden des Drahtkifigs auf 
gefangen wurde, vereinigt. Der Versuch dauerte von Anfang bis Ende 
September. 

Die Zahl der zum Versuche verwandten Kriéten und die Gesamtzabhl 
der an einem Tage injizierten und am folgenden katheterisierten Tiere 
betrug 80 bzw. 865 (wiihrend des Versuches gingen allmiéhlich mehr und 
mehr Tiere ein); die Gesamtmenge der verabreichten Gallensiiure betrug 
17,3 g, und der gesammelte Harn, dessen Reaktion gegen Lackmus schwach 
sauer und dessen spezifisches Gewicht durchschnittlich 1,008 war, betrug 
3,1 Liter. 


T.Sekitoo, Diese Z. 199, 225 (1931). 
K. Takahashi, Enzymologia (1939) im Druck. 
C. H. Kim, Diese Z. 258, 267 (1938). 
T. Mori, Ebenda (1939) im Druck. 
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Dieser Harn wurde mittels des elektrischen Féhns in der Wirme zur 
Trockne gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol wiederholt 
extrahiert. Der alkoholische Auszug wurde im Vakuum moglichst von 
Alkohol befreit, mit Wasser verdiinnt und unter Ansiiuerung mit verdiinnter 
Salzsiiure mit Petrolither 2mal ausgeschiittelt, um die fettige Substanz zu 
entfernen. 

Der wiibrige Alkoholauszug wurde mit einer 5°/,igen Sodalésung 
schwach alkalisch gemacht und auf dem Wasserbade eingeengt, wobei sich 
auf dem Boden des GefiBes eine Krystallmasse abschied, die sich beim 
Erkalten vergréBerte. Diese Masse wurde abfiltriert und getrennt vom 
Filtrat in folgender Weise verarbeitet. 

Die Krystalle wurden in Wasser gelést und nach Ansiiuern mit ver- 
diinnter Salzsiiure mit Ather erschépfend extrahiert. Dieser Atherauszug 
wurde mit einer 5°/,igen Sodalésung geschiittelt, wobei sich zwischen beiden 
Schichten weiBe Krystalle abschieden. Diese Behandlung wurde einige 
Male wiederholt. Beim Einengen der Sodalésung schieden sich noch einige 
Krystalle ab. Die so gewonnenen Krystalle wurden wieder in Wasser 
gelést und nach nochmaligem Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure in Ather 
aufgenommen. Nach Waschen mit Wasser wurde der Atherauszug mit 
Pottasche gut getrocknet und bei Zimmertemperatur verdunsten gelassen, 
wobei Krystalle erhalten wurden. Ausbeute 0,31 g. Sie wurden aus Aceton 
mehrmals umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 247°. Bei der Lieber- 
mannschen Reaktion zeigten sie eine anfangs kirschrote, dann braunrote Farbe. 

Das von den Krystallen, die sich auf dem Boden des GefiiBes ab- 
gesetzt hatten, abgetrennte Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert, 
die dabei abgeschiedene Fiallung abgesaugt und getrocknet. Die Masse 
wurde mit Ather erschépfend extrahiert und der Atherauszug als Fraktion | 
bezeichnt. Die iitherunlésliche Masse wurde in verdiinntem Ammoniak 
relist, die Lésung nach Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather 
extrahiert und die dabei ungelést gebliebene Masse noch 2ma! durch die 


} 


sleiche Behandlung méglichst in Ather aufgenommen. Dieser Atherauszug 
wurde als Fraktion IL bezeichnet. 

Aus der I. Fraktion wurden beim Verdunsten prismatische Krystalle 
erhalten. Ausbeute 0,2 g. Sie wurden aus Aceton mehrmals umkrystalli- 
siert. Prismen vom Schmelzp. 247°. Aus der II. Fraktion wurde durch 
gleiche Behandlung eine geringe Krystallmasse vom Schmelzp. 247° gewonnen. 

Die hier erhaltene Siiure schmolz bei der Mischprobe mit «-3,6-Dioxy- 
ullocholansiiure vom Schmelzp. 247° bei 226°, zeigte aber keine Schmelz 
punktsdepression mit der §-3-Oxy-6-keto-allocholansiure*), welch letztere 
nach Wieland, Dane und Martius*) durch partielle Hydrierung aus 
«-3,6-Diketocholansiiure bereitet wurde. 


4,135, 3,395 mg Subst.: 11,144, 9,160 mg CO,, 3,540, 2.980 mg H,0O. 


‘,4H,,0, Ber. C 73,79 H 9,81 
Gef. ,, 73,51, 73,58  ,, 9,58, 9,82. 


Spez. Drehung: 0,0049 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol. 


l=2dm, o«=—0,185°,  [elf’=— 11,13°. 


*) Die Siure Wielands schmilzt bei 239°. also um 8° tiefer als die meine. 
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Methylester der Siiure. 50 mg der Siure wurden in tiblicher Weise 
mit Diazomethan verestert. Der Ester wurde aus verdiinntem Alkohol 214} 
umkrystallisiert. Nadeln von Schmelzp. 148° (Sintern bei 120°). Der Ester 
zeigte mit dem synthetisch dargestellten (-3-Oxy -6-keto-allocholansiiure 
methylester keine Schmelzpunktsdepression. 

Acetat der Saiure. 0,1 g der Siure wurde in 3 cem Pyridin unter 
Zusatz von 3 cem Essigsiiureanhydrid auf dem Wasserbade 3 Stunden lang 
gekocht und das Reaktionsgemisch in EKiswasser gegossen. Die dabei ab 
geschiedene Fiillung wurde abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen und ve 
trocknet. Der Niederschlag wurde in Ather aufgenommen, mit verdiinnter 
Salzsiiure gewaschen, um das Pyridin vollig zu entfernen, und dann mit 
Wasser gewaschen. Der Atherauszug wurde nach dem Trocknen mit Pott 
asche verdunsten gelassen. Die dabei abgeschiedenen Krystalle wurden aus 
Alkohol—Wasser mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 175’. 
Dieses Acetat zeigte mit dem synthetisch bereiteten §-3-Oxy-6- keto -allo 
cholansiureacetat keine Schmelzpunktsdepression. 


8,155 mg Subst.: 8,320 mg CO,, 2,610 mg H,0. 
C,.0 Ber. C 72,10 H 9,32 Gef. C 71,92 H 9,26. 


la, 


Semicarbazon der Siure. 30 mg der Siure wurden in 1 ccm 
Alkohol gelést und unter Zusatz von alkoholischer Semicarbazidlésung 
(salzsaures Semicarbazid 0,1 g und Natriumacetat 0,2 g in 2 cem Alkohol 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang gekocht, das Reaktionsgemisch etwas 
eingeengt und in kaltes Wasser gegossen. Die dabei abgeschiedene Fallung 
wurde abgesaugt und aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Tafeln vom 
Schmelzp. 250°. Sie zeigten mit dem synthetisch dargestellten Semicarb- 
azon der §-3-Oxy-6-keto-allocholansiiure keine Schmelzpunktsdepression. 


4,650 mg Subst.: 0.360 cem N (16°, 770 mm). 
Cys ON, Ber. N 9,38 Gef. N 9,27. 


Die zur Mischprobe gebrauchte §-3-Oxy-6-keto-allocholansiure und 
ihre Derivate, Methylester, Acetat und Semicarbazon der Saure wurden all 
nach Wieland, Dane und Martius’) bereitet und durch Analyse kon- 
trolliert. 


2. Versuch mit Kaninchen. Jedem der tiiglich zum Versuche ver 
wandten Kaninchen wurden etwa 10 cem einer 1°/,igen Natriumsalzlésung 
der «-3-Oxy-6-ketocholansiiure pro Tag in die Ohrvene intravenés injiziert. 
Der Versuch wurde von Mitte September bis Mitte Oktober mit 16 norma! 
(mit Okara und Mobrriibe) genihrten Tieren vom Kérpergewicht 2,5—3,0 kg 
durchgefiihrt; die Gesamtzahl der tiglich injizierten Tiere betrug 167 und 
die Summe der verabreichten Gallensiiure 16,7 g. Es wurden insgesamt 
26,5 Liter Harn erhalten. Der Harn reagierte gegen Lackmus schwacl 
sauer und zeigte ein spezifisches Gewicht von 1,022. 

Der gesammelte Harn wurde zuerst im Vakuum, dann mittels des 
elektrischen Fiéhns in der Wirme abgedampft. Die dabei erhaltene schwarz 
braune Masse wurde mit absolutem Alkohol erschépfend extrahiert, der 
Alkoholauszug im Vakuum zu einem kleinen Volumen eingeengt und mit 
Wasser verdiinnt. Dieser wiBrige Alkoholauszug wurde unter allmiihlicher 
Ansiiuerung mit Petrolither 3mal geschiittelt, um die fettige Substanz 20 

















































id ve 
imnter 
in mit 
t Pott 
en als 

eo’. 


»- allo 


Be a 


- 


1 ccm 
losung 
‘kohol 

etwas 
‘llung 

n vom 
icarb- 
on. 


e und 
an alle 


e kon- 


1e ver 
lésung 
jiziert. 
normal 
-8,0 kg 
BT und 
gesaml 
-hwach 


als des 
hwarz 
‘tt. der 
nd mit 
hlicher 
‘anz Zu 





Uber die Bildung der 6-3-Oxy-6-keto-allocholansiiure usw. 215 


ntfernen. Nachdem die Lésung mit einer 5°/,igen Sodalésung schwach 
alkalisch gemacht worden war, wurde sie auf dem Wasserbade von Petrol- 
ither und Alkohol befreit und zu einem kleinen Volumen eingeengt. Beim 
\bkiihlen setzte sich eine Krystallmasse auf dem Boden des GefiBes ab. 

1. §-3-Oxy-6-keto-allocholansiure. Die abfiltrierte briunlich 
cetiirbte Krystallmasse wurde in Wasser gelést und unter Ansiiuern mit 
verdiinnter Salzsiiure in Ather aufgenommen. Der Atherauszug wurde mit 
einer 5°/,igen Natriumearbonatlésung geschiittelt,-wobei sich zwischen beiden 
Schichten eine Krystallmasse abschied. Unter erneutem Schiitteln mit Soda- 
ljsung wurde diese Behandlung einige Male wiederholt. Die auf diese 
Weise erhaltene Krystallmasse wurde in Wasser gelést, wieder zu einem 
kleinen Volumen eingeengt und die dabei abgeschiedenen Krystalle abgesaugt. 

Die Krystalle wurden nochmals in Wasser gelést und unter Ansiiuerung 
mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather ausgeschiittelt. Aus dem Atherauszug 
wurden beim Verdunsten keine Krystalle, sondern eine syrupése Masse er- 
halten. Diese Masse wurde gut getrocknet, pulverisiert und mit Petroliither 
wiederholt digeriert. Dann wurde sie mit Ather digeriert und in zwei 
Fraktionen zerlegt; eine iitherlésliche und iitherunlésliche. 

Die hier erhaltene iitherunlésliche Fraktion wurde mit der weiter 
inten erhaltenen Portion zusammen verarbeitet. Aus der itherléslichen 
Portion wurden endlich nach Verdunsten des Lésungsmittels Krystalle ge- 
wonnen. Sie wurde aus Aceton mehrmals umkrystallisiert. Ausbeute 0,04 g. 
Prismen vom Schmelzp. 247°. 

Bei der Liebermannschen Reaktion zeigten sie eine anfangs kirsch- 
rote, dann braunrote Farbe. Bei der Mischprobe keine Schmelzpunkts- 
depression mit der 6-3-Oxy-6-keto-allocholansiure, die aus Krétenharn bei 
Zufuhr von «-3,6-Diketocholansiiure gewonnen worden ist. 


3,060 mg Subst.: 8,255 mg CO,, 2,630 mg H,O. 
Colic’, Ber. C 13,79 H 9,81 Gef. C 738,57 H 9,62. 


2. Desoxycholsiure aus Kaninchenharn. Das vom krystalli- 
sierten Natriumsalz abgetrennte Filtrat wurde auf dem Wasserbade ein- 
geengt, wobei eine Fiillung gewonnen wurde. Diese Fillung wurde in genau 
cleicher Weise, wie oben erwiihnt, behandelt, aber keine Krystalle gewonnen. 

Das anfangs mit Sodalésung behandelte und vom krystallisierten 
Natriumsalz abgetrennte Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiiure ausgefiillt. 
Die gut getrocknete Fiillung wurde mit Ather digeriert und in 2 Teile zer- 
legt. Die aitherunlésliche Fraktion wurde in verdiinntem Ammoniak geldst 
ind unter Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiiure méglichst in Ather auf- 
genommen. Dieser Atherauszug wurde mit dem oben erhaltenen iither- 
(islichen Teil vereinigt und abgedampft. Der Riickstand wurde in ver- 
diimntem Ammoniak gelést und mit einer 10°/,igen Bariumchloridlésung 
vusgefallt. 

Die Bariumfiillung der Siure wurde mit 5°, iger Sodalésung umgekocht, 
in das Natriumsalz verwandelt und heif filtriert. Die Lésung wurde dann 
inter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure ausgeiithert. Der aus diesem 


Atherauszug erhaltene Riickstand wurde wieder in verdiinntem Ammoniak 
gelost und mit einer 10°/,igen Bariumchloridlésung ausgefillt. Diese Be- 
iaidlung wurde 3mal wiederholt. 
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Aus dem Atherauszug wurden keine Krystalle, sondern eine syrupise 
Masse erhalten. Letztere wurde nach dem Trocknen mit Petrolither cut 
digeriert und dann durch Behandlung mit Ather wieder in eine iither 
lésliche und itherunlésliche Fraktion zeriegt. Die itherunlésliche Fraktion 
wurde mit der oben erwahnten dtherunléslichen Fraktion vereinigt und 
behandelt, wie weiter unten erOértert wird. Aus der itherléslichen Fraktion 
wurde nach Entfirbung mit Tierkohle in Methanol eine schmierige Masse 
erhalten, die aus Aceton krystallinisch erhalten werden konnte. Die aus 
Aceton mehrmals umkrystallisierte Siure schmilzt bei 190°. Die von den 
Krystallen abfiltrierte Mutterlauge wurde mit dem von der Bariumfillung 
getrennten Filtrat vereinigt und mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die 
Fillung nach dem Trocknen mit Ather digeriert und ebenfalls in zwei 
Fraktionen geteilt, die atherlésliche Fraktion genau wie oben behande|: 
und daraus wieder eine aus Aceton krystallisierbare Siiure erhalten. 

Das durch Bariumfillung aus dem itherléslichen Teil erhaltene Filtra: 
wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure wieder in Ather auf. 
gewonpnen, woraus eine aus Kssigiither gut krystallisierbare Siure von 
Schmelzp. 290° erhalten wurde, deren weitere Untersuchung wegen Mange!s 
an Material unterbleiben mubte. 

Die oben erhaltenen drei itherunléslichen Fraktionen wurden erst in 
Aceton, dann in Methanol gelést und zuletzt in Alkohol mit Tierkohle ent- 
firbt und aus Aceton umkrystallisiert. Die Krystalle schmelzen bei 188 
und stimmen mit den aus der itherléslichen Fraktion erhaltenen vom 
Schmelzp. 190° iiberein. Diese Krystalle wurden aus Eisessig mehrmals 
umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 147—148°. Die Aus- 
beute betrug insgesamt 0,35 g. Die Siiure zeigte eine spezifische Reaktion 
fiir Desoxycholsiure nach Kaziro und Shimada") und mit reiner Essig 
choleinsiiure keine Mischschmelzpunktsdepression. 

Diformyl-desoxycholsiure. 0,15 g der Siure wurden in 5 ccu 
wasserfreier Ameisensiiure gelést, auf dem Wasserbade 4 Stunden lang 
gekocht, und die Reaktionslésung in 100 ccm Wasser gegossen. Die dabei 
abgeschiedene Fillung wurde abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert 
Nadeln vom Schmelzp. 194°. 

4,405, 3,125 mg Subst.: 11,215, 7,960 mg CO,, 3,480, 2,440 mg H,O 


CUA. Ber. C 69,64 H 8,93 
Gef. ,, 69,44, 69,47 », 8,88, 6,74. 


1!) K. Kaziro u. T. Shimada, Diese Z. 254, 57 (2938). 
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Zur Kenntnis des Plasmalogens 
IV. Mitteilung 


Eine neuartige Gruppe von Phosphatiden [Acetalphosphatide*)] 


Von 


R. Feulgen und Th. Bersin 


(Aus dem Physiol.-chem. Institut der Universitit GieBen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1939) 


Als Feulgen und Rossenbeck!) bei ihren Versuchen zur 
Ausarbeitung der Nuclealfirbung im Protoplasma der Zellen mit 
dem Schiffschen Reagens histochemisch das Vorkommen von 
lipoiden Aldehyden nachgewiesen hatten, und insbesondere, als 
Feulgen und Voit?) zeigten, daB diese Aldehyde (Plasmal) 
niemals frei vorkommen, sondern stets an eine Komponente ge- 
koppelt (Plasmalogen), und fanden, daB das Plasmalogen schon 
durch die Aciditét der fuchsinschwefligen Siure, durch Hg(Cl, 
aber fast augenblicklich gespalten wurde, da war es offen- 
sichtlich, daB diese zuniachst lediglich unter dem Mikroskop an- 
gestellten Versuche auf das verbreitete Vorkommen von neu- 
artigen Stoffen hindeuteten, von Kérpern mit ungewdhnlicher 
und in der Biochemie bisher unbekannter Konstitution. Von 
Anfang an stand fest, daB die weitere Erforschung dieser Stoffe 
in zwei voneinander getrennte Abschnitte zerfallen muBte: in die 
Identifizierung des Plasmals und die Erforschung der Konstitution 
des Plasmalogens selbst. 

Von diesen Arbeiten wurde zunachst die erstere in Angriff 
genommen; denn es schien am leichtesten, das Plasmal zu 
identifizieren, einmal, weil es durch eine so ungewoéhnliche und 
daher elektive und eindeutige Reaktion, wie die Aufspaltung 
mit HgCl,, freigemacht werden konnte, zum andern, weil wir 
auf Grund der fiir den Biochemiker so auffallenden Aldehyd- 
gruppe eine eindeutige Leitreaktion in Handen hatten, und 





*) Vorl. Mitteilung: KongreBbericht II des XVI. Internat. Physiologen- 
Kongresses, Ziirich 1938, S. 105. 
1) Diese Z. 135, 230 (1924); R. Feulgen in Abderhalden, Biolog. 
Arbeitsmeth. V. S. 1055. 
*) Pfliigers Arch. 206, 389 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 15 
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drittens, weil die Aussicht bestand, wenn nicht das Plasmal 
selbst, so doch ein funktionelles Derivat desselben mit verhaltnis- 
maBig geringer Miihe krystallisiert zu erhalten. Diese Versuche 
fiihrten denn auch bald zum Erfolg. Feulgen, Imhauser und 
Behrens’) fanden, daB bei der Aufarbeitung eines aus Pferde- 
fleisch durch Alkohol extrahierten Lipoidgemisches das Plasma- 
logen stets in die Phosphatidfraktion hineingeht, und aus 
diesem Grunde benutzten sie Monoaminophosphatide, mit den 
iiblichen Methoden dargestellt, als Ausgangsmaterial fiir ihre Ver- 
suche. Sie fanden ferner, daB das freie Plasmal — im Gegensatz 
zum Plasmalogen — mit Wasserdampfen fliichtig ist und sich bei 
einer Wasserdampfdestillation einer plasmalogenhaltigen Phos- 
phatidemulsion nach Aufspaltung mit HgCl, im Kihler als lipoide 
Masse absetzt. Durch Kupplung mit Thiosemicarbazid erhielten 
sie ein krystallisiertes Thiosemicarbazon, das durch Vergleich 
mit den entsprechenden synthetisch dargestellten Kérpern als 
Palmitinaldehydthiosemicarbazon identifiziert wurde, dem geringe 
Mengen des entsprechenden Stearinkiérpers beigemengt waren. 
M. Behrens‘) konnte diesen Kérper auch ohne Wasserdamp!- 
destillation durch Fiallungs- und Lésungsmittel gewinnen. Bei 
allen diesen Versuchen wurde wiederholt darauf hingewiesen, 
daB neben diesen Aldehyden noch wmindestens ein weiterer 
Aldehyd vorkommt, der durch einen starken charakteristischen 
Geruch sich vom Palmital und Stearal unterscheidet, ein in 
Alkohol leicht lésliches Thiosemicarbazon liefert und zur Zeit 
noch nicht identifiziert ist. 


Feulgen und Behrens’) erhirteten diese Befunde, indem 
sie natiirliches krystallisiertes Plasmalthiosemicarbazon spalteten 
und nach Oxydation des Aldehyds mit Chromsiure in Lisessig 
Palmitinsiure erhielten, dem einige Prozent Stearinsiure bei- 
gemengt waren. Damit war das Plasmalproblem wenigstens grund- 
siitzlich gelést: Das Plasmal ist, allgemein ausgedriickt, 
ein Gemisch von héheren Aldehyden, die den bekannten 
Fettsiuren entsprechen. Die Feststellung, daB das Plasmal 
kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemisch ist, war von 
wesentlicher Bedeutung auch fiir die Beurteilung des Plasma- 
logens; denn hierdurch wurde wahrscheinlich gemacht (und die 





8) Diese Z. 180, 161 (1929). 
4) Diese Z. 191, 183 (1930). 
5) Diese Z. 256 15 (1938). 
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| spiiteren Versuche haben dies bestitigt), daB auch das Plasma- 


logen kein einheitlicher Kérper ist, sondern ein Gemisch aus 


_ ihnlich zusammengesetzten Stoffen, etwa wie die Fette. 


Ungleich schwieriger erwies sich, wie erwartet, die Auf- 
klirung des Plasmalogens. Fiir die priparative Darstellung 


| dieses Kérpers war zunichst die Frage wichtig, ob Plasmal in 
* den Organen auch frei vorkommt, oder ausschlieBlich gebunden in 
' Form von Plasmalogen. Wir verfiigen zur Zeit nicht iiber eine 
rein chemische Methode, welche diese Frage eindeutig beantworten 


kénnte; denn schlieBlich wird die ,,Leitreaktion“ mit fuchsin- 


 schwefliger Siure, welche auch eine colorimetrische quantitative 


Bestimmung gestattet, nicht nur vom Plasmal, sondern auch vom 
Plasmalogen geliefert, da letzteres durch die Aciditéit des 
Schiffschen Reagenses in einiger Zeit abgespalten wird. Der 
Unterschied liegt also nur in der Geschwindigkeit der Farb- 


_ stoffsynthese. Auch die Tatsache, daB nach Vermischen von Phos- 
_ phatidemulsionen mit fuchsinschwefliger Sure Quecksilberchlorid 
_stets eine sehr starke und ausgeprigte Beschleunigung der 
_ Farbreaktion bewirkt, und der Umstand, daB bei allen histo- 


chemischen Versuchen an mikroskopischen Priparaten, gleichviel 
welcher Herkunft, die Farbstoffbildung durch HgCl, beschleunigt 
wird, zeigen nur, daB der iiberwiegende Teil des Plasmals in 
Form des katalytisch aufspaltbaren Plasmalogens vorkommt, sie 
schlieBen aber nicht das Vorkommen geringer Mengen von 
freiem Plasmal aus. Dazu kommt, da8 die katalytische Wirkung 
des Quecksilberchlorids sehr abhingig ist vom Dispersionsgrad 
des Plasmalogens. Reines, krystallisiertes Plasmalogen beispiels- 
weise wird von Sublimat nur sehr langsam angegriffen wegen 


_ der groben Struktur der Substanz, sehr leicht dagegen vergesell- 


schaftet mit Phosphatiden in Form einer Emulsion; auch die 
fein disperse Verteilung, in der das Plasmalogen in den Organen 
vorkommt, hat eine rasche, fast augenblickliche Aufspaltung zur 
Folge. Es war fiir die priparative Darstellung wichtig, in dieser 


_ Frage klar zu sehen, und zur Entscheidung kénnen frihere Ver- 


suche von Feulgen, Imhiuser und Westhues®) herangezogen 
werden. Diese injizierten in die Vena jugularis eines Hammels 


_ eine plasmalogenhaltige Phospatidemulsion mit dem Erfolg, daB 
_ eine Plasmalogenimie noch mehrere Stunden nach der Injektion 


nachweisbar war. Wurde aber unter sonst gleichen Umstianden 


*) Biochem. Z. 193, 251 (1928). 
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eine Phosphatidemulsion injiziert, bei der vorher durch Salzsiiure 
alles Plasmal freigemacht worden war, so war selbst unmittelbar 
nach der Injektion ein Plasmalanstieg im Serum nicht zu beob- 


achten. Dieser Versuch zeigt, dab freies Plasmal im Blutkreislauf 


nicht bestehen kann, wohl aber Plasmalogen. Zu dem gleichen 
Resultat fiihrte ein Resorptionsversuch der gleichen Autoren, 
Unter Umgehung des Magens (wegen der Gefahr der Plasmalogen- 
spaltung durch die saure Reaktion im Magen) injizierten sie 
einmal eine plasmalogenhaltige, dann eine plasmalhaltige Phos. 
phatidemulsion in das Jejunum eines Hammels: Im ersteren Falle 
entstand eine sich iiber mehrere Stunden hinziehende alimentiire 
Plasmalogenimie, im letzteren jedoch war weder von einer solchen 
noch yon einer Plasmalimie etwas zu beobachten. Aus diesen Ver- 
suchen geht eindeutig hervor, daB freies Plasmal im Stoffwechsel 
nicht bestiindig ist, sondern sofort verindert wird. Auch in 
Organen braucht man daher mit dem Vorkommen vou 
nachweisbaren Mengen Plasmal nicht zu rechnen. 

Es war selbstverstindlich, da8 die Versuche zur pripara- 
tiven Darstellung des Plasmalogens nur mit einem grofen 
EKinsatz von Material zu Ende gefiihrt werden konnten. Daher 
muBte zunichst das geeignete Ausgangsmaterial gefunden 
werden. In Frage kamen nur leicht und in beliebiger Menge 
zugingliche Organe groBer Schlachttiere. Durch histochemische 
Ubersichtsversuche an Gefrierschnitten verschiedener Organe 
wurde festgestellt, daB das Plasmalogen zwar auBerordentlich ver- 
breitet ist, da es in den Zellen aller Tierklassen bis herunter zu 
den. Protisten vorkommt, da8 aber zur priparativen Darstellung 
nur zwei Organe in Frage kamen, nimlich Muskulatur und Gehirn. 
Schnitte durch beide Organe lieferten eine starke Plasmalreaktion, 


und zwar die von Gehirn noch starker als die von Muskulatur. | 


Da nun aber schon festgestellt war, daB das Plasmalogen mit 
Phosphatiden vergesellschaftet vorkommt, und bei der Aufteilung 
von Lipoiden immer in die Phosphatidfraktion hineingeht, so 
ergab sich von selbst die Frage nach dem Plasmalgehalt von 
Phosphatiden verschiedener Herkunft, der, da das Plasmal nie 
frei vorkommt, dem Plasmalogengehalt proportional sein mubite. 
Feulgen und Griinberg’) haben kiirzlich eine bequeme Methode 
zur quantitativen Bestimmung von Plasmal in lipoiden Substanzen 
angegeben (einige Bemerkungen dazu finden sich am SchluB des 


7) Diese Z. 257, 161 (1939). 














a, A e™ ba ee ton EE ae Y 


—— | 


ranean 








ZSiure 
telbar 
beob- 
“islauf 
sichen 
toren, 
logen- 
Nn sie 
Phos- 
Falle 
ntiire 
Ichen 
. Ver- 
chse] 
h in 


Vou 


ara- 
‘oBen 
Jaher 
nden 
enge 
ische 
gane 
ver- 
r zu 
lung 
hirn. 


tion. 
atur. 


mit 
lung 
S0 








b] 
von | 
nie 
Bte, 
ode 
zen 


des 


Setenaiedaaae 





221 


Zur Kenntnis.des Plasmalogens 


experimentellen Teils) und mit dieser Methode wurden Phosphatid- 
gemische verschiedener Herkunft verglichen. Hierbei war ins- 
besondere der Gehalt des Hierlecithins an Plasmal von Interesse, 
da ja gehofit werden konnte, da wir im Hierlecithin ein besonders 
leicht zugiingliches Ausgangsmaterial vorfinden wiirden. Diese 
Hoffnung hat sich aber nicht erfiillt, und die Versuche fiihrten 
zu einem tberraschenden Ergebnis. Der Gehalt von Phosphatiden 
verschiedener Herkunft an Plasmal ist nimlich auSerordentlich 
yerschieden. Am reichsten an Plasmal sind die Phosphatide aus 
Muskulatur mit 10—12°/,, dann kommen die Phosphatide aus 
Gehirn mit 8—10°/,. Leberphosphatide weisen nur einen Gehalt 
yon etwa 1°/, auf (schon Feulgen und Voit hatten gefunden, 
da Schnitte durch die Leber immer nur eine sehr schwache 
Plasmalreaktion geben), und Eierlecithin sogar weniger als 0,1°/)! 
Auf Grund dieser Erkenntnisse wurden Gehirn- und Muskelphos- 
phatide in engere Wahl gezogen. Weitaus am einfachsten und 
billigsten ist nun die Darstellung von Phosphatiden aus Gehirn 
wegen des bekannten Reichtums dieses Organs an Phosphatiden, 
und wegen des dadurch'bedingten geringen Bedarfs an Lisungs- 
mitteln. Dennoch muften wir aus folgenden Griinden auf dieses 
klassische Ausgangsmaterial fiir Phosphatide verzichten. 

Schon friiher war aufgefallen, daB man mit der bequemen 
Methode von M. Behrens‘) zur Darstellung der Thiosemicarbazone, 
bei der auf die langwierige Wasserdampfdestillation verzichtet wird , 
aus Gehirnphosphatiden tiberhaupt kein schwer lésliches Thiosemi- 
carbazon, wie es aus Muskelphosphatiden leicht gewonnen werden 
kann, darstellbar war. Durch die an sich schon elektivere und quanti- 
tativere Wasserdampfdestillation wurde ein solches zwar auch aus 
Gehirnphosphatiden gewonnen, aber nur in sehr geringer Ausbeute. 
Zudem hatte dieses Thiosemicarbazon einen sehr niedrigen Schmelz- 
punkt und war in Alkohol verhaltnismiBig leicht léslich. Es erwies 
sich als ein Gemisch aus ungefihr gleichen Teilen von Palmital- 
und Stearalthiosemicarbazon; denn es gab mit einem Gemisch aus 
gleichen Teilen der synthetischen Kérper, das denselben Schmelz- 
punkt hatte, keine Schmelzpunktserniedrigung, wohl aber mit 
jedem einzelnen von diesen eine Schmelzpunktserhéhung. Hier 
liegen also die Verhiltnisse praparativ sehr ungiinstig, und man 
mu8 den Fall der Muskelphosphatide als einen besonders giinstigen 
Sonderfall betrachten, da bei diesen fast nur Palmital vorkommt, 
vermischt mit wenigen Prozenten Stearal. So wird verstindlich, 
weshalb wir trotz der technisch schwierigeren und kostspieligeren 
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Darstellung den Muskelphospatiden den Vorzug gaben: das leicht 
darstellbare schwer lésliche und praktisch einheitliche Palmital- 
thiosemicarbazon bildete einen wichtigen Leitkérper zur 
Untersuchung der Fraktionen bei der Herausarbeitung des Plasma- 
logens, auf den wir nicht verzichten wollten. Untrennbare, oder 
nur unter gréBten Opfern trennbare und dabei nur in sehr ge- 
ringer Menge vorkommende Homologengemische muBten wir ver- 
meiden. Aber noch aus einem anderen Grunde entschieden wir 
uns fiir die Muskelphosphatide. Wie erwihnt, kommt im Plasmal, 
und damit auch im Plasmalogen noch mindestens ein weiterer, 
bisher unbekannter Aldehyd vor, hinter dem wir einen un- 
gesittigten Aldehyd vermuten. Da nun das Plasmalogen ebenfalls 
ein Gemisch von a&hnlich zusammengesetzten Kérpern ist, so fiel 
uns die sicherlich nicht leichte Aufgabe zu, dieses Gemisch zu 
trennen, um zu einheitlichen und krystallisierbaren Individuen 
zu kommen. Es bestand Berechtigung zu der Annahme, dai 
Plasmalogene mit gesittigten Aldehyden in Lésungsmitteln 
schwerer léslich waren als solche mit ungesittigten, so daB die 
Darstellung des Plasmalogens mit gesittigten Aldehyden ver- 
mutlich wesentlich leichter war, als die mit ungesittigten. Unter 
diesen Umstiinden war es wiinschenswert, méglichst viel ge- 
sittigte Aldehyde vorzufinden, und davon nicht ein Gemisch 
aus gleichen Teilen Palmital- und Stearalplasmalogen, sondern 
mit Uberwiegen einer Komponente, da hier erst recht die 
Trennung von Homologengemischen iiberaus schwierig sein muBte. 
Der Erfolg hat im iibrigen bewiesen, da8 unsere Uberlegungen 
richtig waren, und wir kénnen jetzt sagen, daB die Aufklirung 
des Plasmalogens auch heute. noch nicht erfolgt ware, wenn wir 
uns auf Gehirnphosphatide beschriinkt hitten. 

Besonders giinstige Verhiltnisse liegen nun bei den Phospha- 
tiden aus Pferdefleisch vor, und auf diese bezieht sich auch 
die Angabe, daB dem Palmital nur wenige Prozent Stearal bei- 
gemengt sind. Leider aber stand uns Pferdefleisch nicht mit 
wiinschenswerter RegelmaBigkeit zur Verfiigung. Wir waren daher | 
auf Rindfleisch angewiesen, und hier liegen die Verhiltnisse nicht 
ganz so giinstig wie beim Pferdefleisch. Zwar war ein alkohol- 
schwerlisliches Thiosemicarbazon leicht darstellbar, da es in 
groBer Menge vorkommt, der Schmelzpunkt aber lag tiefer als 
bei dem entsprechenden Kérper aus Pferdefleisch. Zum Vergleich 
sei erwihnt, daB das synthetische Palmitalthiosemicarbazon bei109° 


FO 


schmilzt, das aus Pferdefleisch gewonnene bei 107—107,5’, 
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entsprechend einem Gehalt von etwa 10°/, Stearalthiosemicarbazon 
(nahere Begriindung vgl. bei Feulgen, [mhiuser und Behrens’%)], 
wihrend das entsprechende Praparat aus Rindfleisch einen Schmelz- 
punkt von 103—104° aufwies, was einem Gehalt von etwa 25°/, 
Stearalthiosemicarbazon entsprechen wiirde. 

Bei den Versuchen zur Darstellung des Plasmalogens waren 
wir groBen Schwierigkeiten gegeniibergestellt. Am nichsten lagen 
Trennungsversuche mit geeigneten Lésungsmitteln. Sie sind bisher 
sescheitert. Wir wissen jetzt, daB die isolierten Plasmalogene 
sowohl in Ather als auch in Petrolither unléslich sind, und 
dennoch lassen sie sich nicht mit diesen Lésungsmitteln von den 
begleitenden Phosphatiden abtrennen. In Ather ldst sich vielmehr 
ein plasmalogenhaltiges Phosphatidgemisch klar auf, und auch im 
Kihlschrank zeigt sich, auch nach lingerer Zeit, keine Neigung 
zu einer Abscheidung. Kihli man aber die atherische Lésung 
mit fester Kohlensiure ab, dann geliert die gesamte Lésung 
gleichmiBig. Dieses Verhalten laBt zwei verschiedene Kr- 
klarungen zu. 

Wie weiter unten ausgefiihrt werden wird, gelang die priipa- 
rative Darstellung nur nach Verseifung der begleitenden Phos- 
phatide, und es ware denkbar, daB der von uns isolierte und als 
Plasmalogen angesprochene Kérper ein sekundires Spaltprodukt 
des genuinen Plasmalogens ist. Wir halten aber diese Méglich- 
keit bis zum Beweise des Gegenteils vorliufig fiir weniger wahr- 
scheinlich, und zwar wegen der ganzen Natur des Plasmalogens 
und seiner charakteristischen Konstitution. Vielmehr erscheint 
uns die Unméglichkeit der Abtrennung des Plasmalogens aus 
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Phosphatidgemischen, trotz seiner Unldslichkeit in Ather und 
Petrolather, in der bekannten Neigung der Phosphatide zu liegen, 
alle méglichen an sich unldéslichen Stoffe in Lésung zu halten. 

Auch Fiallungsmittel versagten. In ihrer Auswahl ist man 
sogar in der klassischen Phosphatidchemie sehr beschrankt. 
Cadmiumchlorid vermag, wenn auch bei weitem nicht so energisch 
wie HgCl,, anscheinend ebenfalls das Plasmalogen aufzuspalten 
und muBte daher ausscheiden. Doch fihrte ein anderer Weg 
zum Erfolg. 

Es ergab sich nimlich, daB die Bindung des Plasmals, 
so empfindlich sie gegen Sduren ist, sich gegeniiber Alkalien 
auBerordentlich resistent verhalt, und man kann, wie quantitative 
Untersuchungen zeigten, eine plasmalogenhaltige Phosphatid- 
emulsion 6 Stunden und langer mit verdiinnter Kalilauge kochen, ohne 
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da das Plasmal abgespalten wird, und ohne daB das gebundene 
Gesamtplasmal eine Verminderung erfihrt. Wir verseifen daher 
zunichst die Phosphatide und trennen das Plamalogen von den 
Seifen. Auch hierbei war man in der Auswahl der Methoden 
auBerordentlich beschrinkt. Freimachen der Fettsiuren aus den 
Seifen mit Mineralsiuren mufte unterbleiben, weil hierbei auch 
das Plasmal abgespalten wurde. Es kamen also nur Fallungen 
mit indifferenten, katalytisch unwirksamen Kationen in Frage 
unter Ausscheidung der Schwermetallsalze. Als auBerordentlich 
fruchtbar hat sich die Fallung der Kaliseifen mit Brucinacetat 
erwiesen. Es entsteht dabei ein Niederschlag von Brucinseifen, 
der auch alle Plasmalogenkérper enthalt. Das Filtrat ist voll- 
kommen plasmalogenfrei; die aus den Phosphatiden stammende 
Glycerinphosphorsaure ist mit Brucinacetat nicht fallbar. Sus- 
pendiert man nun die plasmalogenhaltigen Brucinseifen (nach 
dem Auswaschen und Trocknen) in Aceton, dann lésen sich die 
Brucinseifen spielend auf, und es bleibt eine farblose unlésliche 
Substanz zuriick, die einen Plasmalgehalt von 30—35°/, aufwies, 
und damit eine Anreicherung des urspriinglich in dem Phos- 
phatidgemisch vorkommenden Plasmalgehaltes auf das 3fache 
zeigte. Ein Teil der Plasmalogenkérper jedoch fand sich im 
Aceton wieder. Die erste Vermutung, daB es sich hierbei um 
eine unscharfe Trennung handele, und daf Plasmalogen bei der 
Lésung der Brucinseifen zum Teil in das Aceton mitgeschleppt 
wiirde, hat sich als unrichtig erwiesen. Vielmehr war die 
chemische Natur des acetonléslichen und acetonunlislichen 
Plasmalogens eine verschiedene. Die acetonunlisliche Fraktion 
hat nur einen duBerst schwach sauren Charakter, sie kann wohl 
mit starken Alkalien Salze bilden, weniger schon mit Ammoniak 
und gar nicht mit Brucin. In der Acetonlésung hingegen verhiilt 
sich das Plasmalogen wie eine ausgesprochene Siure, die in der 
Acetonlésung offenbar als acetonlésliches Brucinsalz vorkommt. 
Wir nennen diesen Kérper Plasmalogensiure. Das Verhiltnis 


ee ike abhangig von der Starke der alka- 





Plasmalogensiure 


lischen Hydrolyse. Je linger die Hydrolyse, desto mehr aceton- 
lésliche Plasmalogensiure bildet sich, und zwar auf Kosten des 
acetonunléslichen Plasmalogens. Bei einer Hydrolysendauer von 
5 Minuten (5°/,ige Phosphatidemulsion, 1/,, Vol. 33°/,ige KOH 
bei 100°) beispielsweise befinden sich 75°/, des in den Phospha- 
tiden vorhandenen gebundenen Gesamtplasmals in der aceton- 
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unléslichen Fraktion, nach 20 Minuten etwa 40—45°/,, nach 
45 Minuten 30—35°/, und nach 6 Stunden nur noch wenige Prozent. 
Daraus wurde geschlossen, daB die Plasmalogensiiure ein sekundires 
Spaltungsprodukt des Plasmalogens ist, und wir vermuteten, und 
die weiteren Versuche haben diese Vermutung bestitigt, daB der 
acetonunlésliche Anteil das Plasmalogen selbst ist bzw. als Roh- 
produkt das Plasmalogen enthalt. Wir haben die Plasmalogen- 
siure als Lithiumsalz dargestellt. Schiittelt man die Acetonlésung 
mit Lithiumchlorid, dann fallen die gesattigten Fettsiiuren als 
Lithiumsalze aus, wahrend die Lithiumsalze der ungesittigten 
Fettsiiuren acetonléslich sind. Die Plasmalogensiiure steckt als 
Lithiumsalz in der Fraktion der gesittigten Fettsiiuren. Diese 
kénnen durch Auskochen mit viel Alkohol entfernt werden, 
wihrend das plasmalogensaure Lithium zuriickbleibt. Da dieses 
Priparat ein Restprodukt ist, war es noch nicht rein, konnte 
auch wegen seiner Unldéslichkeit in allen Lésungsmitteln bis jetzt 
noch nicht rein dargestellt werden. Trotzdem brachte es weit- 
sehende Klirung. Es enthielt etwa 35°/, Plasmal, auberdem Phos- 
phorsiure und gab eine starke Acroleinreaktion, dagegen war 
es N-frei. Wir vermuteten daher, daB der Plasmalogensiure eine 
Glycerinphosphorséure zugrunde liegt, und dab das Plasmal mit 
den beiden alkoholischen OH-Gruppen der Glycerinphosphorsiure 
acetalartig gekuppelt ist. In der Tat erkliren sich unter An- 
nahme einer Acetalbindung alle Eigenschaften des Plasmalogens: 
die Resistenz gegen Alkalien, die Empfindlichkeit gegenitiber 
Saiuren, und vor allem die Aufspaltbarkeit mit HgCl,; denn die 
Beschleunigung der Hydrolyse von Acetalen durch gewisse 
Neutralsalze ist bekannt und von Riesch und Kilpatrick’) 
beschrieben worden. Allerdings scheint beim HgCl, noch ein be- 
sonderer Effekt hinzuzukommen, nimlich die von Meerwein®?) 
sefundene Beschleunigung der Atherspaltung durch Metallhaloid- 
komplexe. Bewiesen wurde unsere Anschauung weiter durch die 
partielle Hydrolyse. UbergieBt man das plasmalogensaure Li mit 
sehr verdiinnter Essigsiure, so lést es sich zunichst (wahrscheinlich 
unter Bildung eines sauren Salzes) zu einer gallertigen Masse 
auf, nach einiger Zeit beginnt die Abspaltung des Plasmals, 
wihrend gleichzeitig im Filtrat Glycerinphosphorsiure erscheint. 
Das abgespaltene Plasmal konnte mit Thiosemicarbazid gekuppelt, 


*) J. physik. Chem. 39, 561 (1935). 
**) Liebigs Ann. 455, 227 (1927); J. prakt. Chem. 134, 51 (1932). 
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und daraus der uns von friiher her wohlbekannte _,,Leitkérper“ 
krystallisiert dargestellt werden. Aus dem Filtrat aber wurde 
iiber die Bleifallung das Ba-Salz der Glycerinphosphorsiure 
isoliert. Bei quantitativem Arbeiten steht die Menge des isolierten 
glycerinphosphorsauren Ba in einem einfachen molekularen Ver- 
haltnis zum Plasmalgehalt des eingesetzten plasmalogensauren 
Lithiums. Der Plasmalogensiiure kommt mithin die Formel [ 
bzw. II zu, entsprechend der a- und f#-Glycerinphosphorsiure, 
wenn wir als wahrscheinlichstes ein cyclisches Acetal annehmen. 


H,C—O 
“| CH: (CH), CH, a 

I a I H,0,P—O1C{ OH: (CHi)x—CH, 
H,CO—PO,H, H,CO 
a-Plasmalogensiure 6-Plasmalogensiure 


Man kann nun nach Karrer und Salomon’) das glycerin- 
f-phosphorsaure Barium durch Fallung mit Bariumnitrat von 
dem Ba-Salz der a-Siure trennen, denn das Ba(NO,), bildet mit 
dem glycerin-f-phosphorsauren Ba ein schwer lésliches Doppelsalz 
vom T'ypus 2C,H,O,PBa, Ba(NO,),. 

Mit dieser Methode untersucht, enthilt unser, aus dem plasma- 
logensauren Li, und damit aus dem Plasmalogen stammendes 
Bariumglycerophosphat die «- und #-Saiure zu gleichen Teilen 
unter der Voraussetzung, daB bei der sauren Spaltung keine Um- 
esterung stattgefunden hat. 

Im iibrigen geht aus der Strukturformel fiir die Plasma- 
logensiure hervor, daB bei Annahme eines cyclischen Acetals 
an der Glycerinphosphorsiure nur immer ein Molekiil Aldehyd 
Platz hat. Da nun das Plasmal selbst ein Gemisch aus mehreren 
ihnlich zusammengesetzten Kérpern ist, so folgt daraus, dab 
die Plasmalogensiure (und das gleiche gilt auch fiir das Plasma- 
logen selbst) kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemisch aus 
ihnlich zusammengesetzten Stoffen ist, und zwar liegt vor: 
erstens ein Gemisch von 2 Isomeren (w- und f-Form), zweitens 
ein Gemisch von Homologen (Stearal und Palmital), und drittens 
vermutlich ein Gemisch von gesittigten und ungesittigten 
Kérpern (Vorkommen von gesiattigten und vermutlich ungesiattigten 
Aldehyden). Hierbei sind die méglichen Stereoisomeren der a-Form 
noch nicht einmal beriicksichtigt. 


*) Helvet. chim. Acta 9, 3 (1925). 
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Die Plasmalogensiure uhnelt in ihrer Zusammensetzung den 
Phosphatidsaéuren, die von Channon und Chibnal?°) aus 
Kohl- und Spinatblattern isoliert und von Arnold?!) synthetisiert 
worden sind. Phosphatidsiuren aber leiten sich von den bekannten 
Phosphatiden durch das Fehlen der N-haltigen Bausteine ab. 
Diese Beziehungen lieBen uns vermuten, daB das Plasmalogen 
selbst ein phosphatidartiger K6érper ist, also Plasmalogensiure, an 
der noch ein N-haltiger Baustein esterartig angekoppelt ist. In 
der Tat liegen derartige Kérper in der acetonunléslichen 
Fraktion vor, die sich als stickstoffhaltig erwies, aber kein Brucin- 
salz war. Wie erwihnt, weist diese Fraktion einen Plasmalgehalt 
von etwa 30—35°/, auf, und daraus konnte man ungefaihr den 
Reinheitsgrad des Priparates berechnen unter der Annahme, 
da8 der N-haltige Baustein des Plasmalogens von der GrifSen- 
ordnung der N-haltigen Bausteine der bekannten Phosphatide ist 
(Cholin, Colamin). Danach muBte der acetonunldsliche Anteil zu 
etwa 60°/, aus Plasmalogen bestehen. Trotz dieses groBen Anteils 
des Rohproduktes an Plasmalogen bereitete die Reindarstellung 
eroBe Schwierigkeiten. Heute wissen wir, dab darin das palmital- 
und stearalhaltige Plasmalogen als eine auch in heiBem Benzol 
sehr schwerlésliche Substanz steckt, wiihrend alle Begleitstoffe 
in warmem Benzol leicht léslich sind. Aber diese Erkenntnis 
allein niitzt fiir die priparative Darstellung gar nichts, und das 
einfache Rezept: Man lése das Rohprodukt in heiBem Benzol auf 
und trenne das unlésliche Palmital-Plasmalogen ab, fiihrt nicht 
zum Ziel, da in heiBem Benzol alles léslich ist und das beim 
Abkiihlen Ausfallende keinen gréBeren Reinheitsgrad hat. In 
kaltem Benzol lést sich zwar nur ein Teil, jedoch war auch 
damit eine Erhéhung des Reinheitsgrades nicht verbunden. Auch 
das Umscheiden des Rohproduktes aus anderen Lésungsmitteln 
fiihrte nur zu einer unwesentlichen Steigerung des Reinheitsgrades. 
Trotzdem wurde zunichst eine fraktionierte Lésung mit Benzol 
bei Zimmertemperatur ausgefiihrt, da die Léslichkeitsunterschiede 
so offensichtlich waren. Diese erstmalige Trennung ist aber noch 
keine vollstindige; denn die Benzollésung enthilt noch groBe 
Mengen des benzolschwerléslichen Anteils. Kiihlt man die Lésung 
auf 6° ab, dann fillt fast alles als flockiges Gel aus, daB beim 
Krwarmen wieder in Lisung geht. Anders ist jedoch die Sache, 


1°) Biochemic. J. 21, 225, 233, 479 (1927) und 23, 168, 1776 (1929). 
1°a) Ber. chem. Ges. 71, 1505 (1938). 
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wenn die bei 6° ausgefallene Substanz mit Aceton gewaschen und 
getrocknet wird; in diesem Fall erweist sich beim Suspendieren 
in Benzol wiederum ein Teil als unléslich. Die abgetrennte 
Benzollésung kann noch einmal derselben Prozedur unterworfen 
werden, die im ibrigen so oft wiederholt wird, als noch lohnende 
Mengen benzolschwerléslicher Substanz anfallen. Man sieht also, 
daB ein erheblicher Teil der benzolunlislichen Substanz sich jedes- 
mal in einem resolublen System mit der benzolleichtléslichen 
befindet, daB aber beim Trocknen jedesmal ein Teil der an sich 
zwar benzolunléslichen, aber resolublen Substanz in den irresolublen 
Zustand iibergeht. Dieser Erkenntnis verdanken wir die 
Trennung und auch die Reindarstellung des Plasma- 
logens. 

In diesem Stadium der Versuche muften wir uns eine Frage 
von grundsitzlicher Bedeutung vorlegen: Sollten wir zunichst die 
Reindarstellung des benzolunléslichen Anteils in Angriff nehmen 
und dann erst die Konstitution aufklaren (wozu eigentlich nur 
noch die Identifizierung des N-haltigen Bausteins gehérte), oder 
war es zweckmiBiger, zunichst an noch unreinem Priaparat 
die N-haltige Komponente festzustellen und auf Grund dieser 
Erkenntnis die Reindarstellung versuchen? Wir entschieden uns 
fiir das letztere Vorgehen, und zwar deswegen, weil es schwer sein 
muBte, in Unkenntnis des Molekulargewichtes das Plasmalogen 
rein darzustellen, jedoch leicht, den N-haltigen Baustein zu iden- 
tifizieren, auch an unreinem Material, und zwar gestiitzt auf die 
elektive und eindeutige katalytische Spaltung mit HgCl,. Dabei 
mufSte man zu einem neuartigen Kérper kommen, naimlich dem 
Glycerinphosphorséureester des N-haltigen Bausteins. Wenn es 
gelungen ist, diesen Kérper gleich beim ersten Versuch in krystalli- 
siertem Zustand rein darzustellen, so verdanken wir das dem 
Umstand, daB wir die Kigenschaften desselben voraussagen konnten. 
Die gewohnlichen Phosphatide haben bekanntlich ausgesprochen 
lipoide Eigenschaften, dadurch bedingt, dai an einem Molekiil der 
an sich nicht lipoiden Glycerinphosphorsiure zwei lange Kohlen- 
wasserstoffketten hingen. Beim Plasmalogen, in dem nur eine 
lange Kohlenwasserstoffkette vorhanden ist, ist der lipoide Charakter 
schon erheblich reduziert, und nach Wegfall des Plasmals hatte der 
Rest vermutlich tiberhaupt keine lipoiden Eigenschaften mehr, 
im Gegenteil, wegen der beiden hydrophilen OH-Gruppen muBte 
er wasserléslich sein. Und in der Tat, als wir das _benzol- 
schwerlésliche ,,Zwischenprodukt“ in Wasser suspendierten und 
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mit HgCi, katalytisch zersetzten, wurde das Plasmal abgespalten, 
das mit Thiosemicarbazid den uns bekannten ,,Leitkérper“ gab, 
wihrend im Filtrat der erwartete Ester vorhanden war. Nach 
Entfernen der Cl’ mit Ag,O und Ausfaillen der Schwermetalle 
durch H,S wurde das Filtrat stark eingeengt und mit Alkohol 
versetzt, worauf der gesuchte Kérper in langen Nadeln aus- 
krystallisierte. Durch Kochen mit HCl wurde der N-haltige 
Baustein abgespalten, nach dem Entfernen der Salzsiure durch 
Kindunsten tiber KOH war er mit Pikrolonsiure fallbar; das 
Pikrolonat wurde umkrystallisiert und erwies sich auf Grund der 
Elementaranalyse als Colaminpikrolonat. Der Ester hat also 
die Konstitution III bzw. IV. 


H,COH H,COH 
| | O 
HCOH HCO—P—OCH, -CH,+(NH,) 
H,CO—P—OCH, - CH, -(NH,) H,COH 
OH Glycerin-§-phosphorsiiure- 
Glycerin-e-phosphorsiure- colaminester 
colaminester 


Damit schlieBt sich der Ring, und die Analogie mit den 
Phosphatiden wird eine vollkommene. Wir haben also im 
Plasmalogen eine neuartige Gruppe von Phosphatiden vor uns, 
die sich yon den bisher bekannten Monoaminophosphatiden 
dadurch unterscheidet, daB gar keine esterartig gebundenen 
Fettsiuren vorkommen, sondern statt dessen die den Fettsiuren 
entsprechenden Aldehyde in acetalartiger Bindung. Wir nennen 
diese Phosphatide Acetalphosphatide, im Gegensatz zu den bis- 
her bekannten Phosphatiden, die wir Esterphosphatide nennen, 
und man muB in Zukunft die Monoaminophosphatide einteilen 
in Ksterphosphatide, das sind die Phosphatide der klassischen 
physiologischen Chemie, und in die Acetalphosphatide (Plasmalogen). 

Nach dieser Feststellung traten wir an die Reindarstellung 
des Plasmalogens heran. Es wurde beschrieben, wie aus dem 
.ohprodukt“ ein benzolschwerlésliches ,,Zwischenprodukt“ dar- 
gestellt wurde, das aber noch keinen gréBeren Reinheitsgrad 
aufwies. Die Reindarstellung aus diesem Zwischenprodukt ist 
nun iiberraschend einfach. Suspendiert man den K6rper in 
warmem Benzol, so lést er sich zum groBen Teil auf, es bleibt 
aber ein flockiges Gel zuriick, und bei diesem war der Plasmal- 
gehalt von 35°/, auf iiber 50°/, emporgeschnellt. Aber auch hier 
erhalt man bei der ersten fraktionierten Lésung nur einen kleinen 
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Teil des in Wirklichkeit vorhandenen benzolschwerléslichen Kér- 
pers; der gréBere Teil steckt noch resolubel in der Benzollésung, 
LaBt man diese erkalten, so fallt die geléste Substanz aus, und 
nach dem Uberfiihren in den trocknen Zustand erwies sie sich 
nunmehr wiederum als z. T. unléslich in warmem Benzol. Man 
sieht also, daB bei der Darstellung des Plasmalogens aus dem 
benzolschwerléslichen Zwischenprodukt genau das gleiche Ver- 
fahren angewandt wird, wie bei der Darstellung des Zwischen- 
produktes aus dem Rohprodukt, nimlich fraktionierte Lésung und 
Umscheidung, unter Kinschaltung des Trockenzustandes, zwecks 
Uberfiihrung der resolublen Form in den irresolublen Zustand. 
Es sei noch einmal betont, daB nur dieses stufenweise Vorgehen 
zum Ziele fiihrte, und daB man aus dem Rohprodukt direkt den 
Koérper mit warmem Benzol nicht abtrennen kann. 

Das bei 40° aus Benzol abgetrennte Priparat ist schon fast 
rein, doch kann die Benzolextraktion nunmebhr auch mit siedendem 
Benzol wiederholt werden. Lést man den Kérper in warmem 
Alkohol, so krystallisiert er beim Abkiihlen in kugeligen Drusen 
aus, die aus feinen Nadeln zusammengesetzt sind, und gibt dann 
richtige Analysenwerte. Die Beurteilung derselben war méglich, 
nachdem sich gezeigt hatte, daB in dem krystallisierten Kérper 
nur die Aldehyde Palmital und Stearal vorkommen, daB also 
die Trennung mit Benzol nach den Aldehyden gegangen war. 
Dies ergibt sich zunichst aus einer zwar physiologischen, aber 
nicht minder eindeutigen Reaktion, nimlich dem Geruch. Des 
6fteren war erwaihnt, daB im Plasmalogen noch ein weiterer, 
bisher nicht identifizierter Aldehyd vorkommt, der sich vom 
Palmital und Stearal durch seinen intensiven Geruch unter- 
scheidet. Spaltet man aber das isolierte benzolschwerlésliche 
Plasmalogen, so fehlt dieser Geruch, und auSerdem kann man 
in quantitativer Menge jenen ,,Leitkérper“ darstellen, von dem 
wir bereits wuBten, daB er lediglich aus Palmital- und Stearal- 
thiosemicarbazon besteht. 

Wir waren nunmehr in der Lage, die katalytische partielle 
Spaltung auch an reinen krystallisierten Praparaten vorzunehmen. 
Sie erfolgt hier bemerkenswerterweise nur sehr langsam. Dies ist 
die Folge der groben Struktur der Substanz. Je feiner der 
Dispersionsgrad, um so rascher die Spaltung. In unreinem Zu- 
stand bildet das Plasmalogen mit den Begleitstoffen ein, wenn 
auch in Wasser unlésliches, so doch hydrophiles Gel, in reinem 
Zustand aber nicht. Erhitzt man aber die mit Quecksilberchlorid 
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yersetzte waBrige Suspension zum Sieden, so erfolgt auch hier die 
Spaltung in kurzer Zeit, kenntlich daran, da8 sich beim Schiitteln 
mit Ather alles list. Hierbei geht das abgespaltene Plasmal in 
die itherische, der Glycerinphosphorsiurecolaminester aber in die 
wiBrige Phase. Dem Plasmalogen mit den gesittigten Aldehyden 
(Palmital, Stearal) kommt also die folgende Struktur zu. 


H,C—O. 
| CH-(CH,),,*CH, 
HC—0”% 
| O 
H,CO—P—O-CH,-CH,(NH,) 
OH 
a-Palmital-Plasmalogen 


H.C O 
a % 
CH,(NH,)-CH,0—P—OHC CH-(CH,),,:CH, 
H 


nyt 
6-Palmital-Plasmalogen 

Aus den Formeln geht hervor, daB an der Phosphorsaure 
noch eine Saurevalenz frei ist. Diese macht sich bemerkbar, 
wenn man die Substanz in Wasser suspendiert und mit KOH 
versetzt: sie bildet dabei ein wasserlésliches K-Salz. Wegen der 
Schwiche dieser letzten Siuregruppe vermag das Plasmalogen 
mit Ammoniak kaum noch, mit Brucin aber gar kein Salz mehr 
zu bilden. Aus demselben Grunde zersetzt sich das Kaliumsalz 
schon beim Neutralisieren auf den Neutralpunkt, und das Plasma- 
logen fallt wieder aus. 

Die Konstitution des von uns bisher rein dargestellten und 
erforschten Plasmalogenanteils laBt die Frage entstehen, ob in 
Plasmalogenen nicht auch das Cholin als N-haltiger Baustein 
vorkommt. Wir kénnen darauf nur die Antwort geben, dab wir 
das Cholin in unseren Fraktionen bisher noch nicht aufgefunden 
haben. Indessen ist dies noch kein Beweis fiir das Nichtvor- 
kommen des Cholins in Acetalphosphatiden; denn man muB sich 
immer vor Augen halten, daB wir diese Kérper bisher nur isoliert 
haben nach voraufgegangener Verseifung des Esterphosphatid- 
gemisches. Es wire beispielsweise denkbar, daB dabei das Cholin 
leichter abspaltbar ist als das Colamin, wodurch sich das Nicht- 
auffinden des Cholins in unseren Fraktionen erkliren lieBe. 

Aber noch eine andere Frage dringt sich unwillkiirlich auf: 
Wie war es méglich, daB sich all diese Dinge unserer Erkenntnis 
80 lange haben entziehen kénnen? Phosphatide sind doch durch 
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sieben Jahrzehnte hindurch von namhaften Forschern immer 
wieder untersucht worden. Dies gilt vor allem fiir die klassischey 
Phospatide aus dem Gehirn, und gerade diese enthalten fast 
20°/, Acetalphosphatide! Aber trotzdem ist in unserer Auffassung 
von der Konstitution der Phosphatide seit dem Liebigschiiler 
Thudichum keine wesentliche Anderung eingetreten. Gewif 
haben sich unsere Kenntnisse der in den Phosphatiden vor- 
kommenden Fettsiiuren erweitert, und man hat im Colamin einen 
neuen N-haltigen Baustein entdeckt, aber das andert nichts an der 
Grundauffassung von der Konstitution der Phosphatide als Ester. 
Wir glauben eine Erklarung fiir diese seltsame Tatsache gefunden 
zu haben: Wenn Phosphatide erforscht werden sollten, so mubte 
man sie vor allem erst spalten. Geschah dies durch Kochen mit 
Saiuren, dann wurde die charakteristische Struktur der Acetal- 
phosphatide ohnehin sofort zerstiért. Geschah dies aber durch 
alkalische Hydrolyse, dann blieb die Acetalbindung zwar er- 
halten, aber niemand wiirde sich gescheut haben, diese Seifen 
oder die spiter durch Fallung dargestellten Salze durch Mineral- 
siuren zu zersetzen, um die Fettsiuren freizumachen. Dabei wird 
die Acetalbindung wieder gespalten und das Plasmal taucht in 
der Masse des Fettsiuregemisches unter. Aus diesem kénnte man 
das Plasmal, wenn iiberhaupt, nur dann isolieren, wenn man es 
in ein schwer lésliches und krystallisierbares funktionelles Derivat, 
etwa in Thiosemicarbazone iibergefiihrt hat, und dieses wiederum 
war ja nur moéglich, wenn man vorher wuBte, daB Aldehyde 
vorhanden waren. Aber das Vorkommen derartiger Aldehyde, wie 
sie im Plasmal vorliegen, lag so auBerhalb jeder Wahrscheinlich- 
keit, daB das bloBe Spielen mit diesem Gedanken unvorstellbar 
erschien. Wir dagegen sind von einer ganz anderen Seits an das 
Problem herangefiihrt worden. Das Vorkommen von Aldehyden 
war bei uns die primaire Erkenntnis, und das Wissen von dem 
Gebundensein dieser Aldehyde und der leichten Aufspaltbarkeit 
dieser Bindung durch Sauren lieB uns saure Reaktionen im ganzen 
Bereich unserer praparativen Arbeiten sorgfailtig vermeiden. Ks 
zeigt sich aber hier wieder einmal, wie vorsichtig man sein mub, 


wenn man biologische Stoffe einer eingreifenden chemischen Unter- |~ 


suchung unterwirft, und wie leicht dadurch Strukturen verwischt 
und Kérper, deren biologische Bedeutung auBer Frage steht, viele 
Jahrzehnte lang iibersehen werden kénnen. 

Aber wir wollen nicht in denselben Fehler verfallen, und 


daher miissen wir noch einmal betonen, daB wir die Acetal- 
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phosphatide nur nach alkalischer Hydrolyse der begleitenden 
Esterphosphatide gewonnen haben, und lediglich ihre abgerundete 
Konstitution infolge der Analogie mit den Esterphosphatiden hat 
uns veranlaBt, in ihnen das ,,Plasmalogen“ zu sehen. Bewiesen 
ist die Identitait der Acetalphosphatide mit dem genuinen Plasma- 
logen aber nicht. Es bestehen sowohl in der Aminogruppe des 
Colamins als auch in der dritten Siiurevalenz der Phosphorsiure 
Moglichkeiten zur Ankoppelung weiterer Komplexe, und es wiire 
durchaus denkbar, daB im eigentlichen Plasmalogen griBere EKin- 
heiten vorliegen, von denen die Acetalphosphatide lediglich sekun- 
dire Spaltstiicke sind. In Anbetracht des seltsamen Verlaufs 
unserer Untersuchungen und ihrer unerwarteten Resultate er- 
scheinen uns weitere Uberraschungen keineswegs ausgeschlossen. 
Gegebenenfalls miiBte also eine Anderung in der Benennung ein- 
treten insofern, als wir dann nicht mehr die Acetalphosphatide 
dem Plasmalogen gleichsetzen kénnten, vielmehr die Bezeichnung 
,Plasmalogen“ den Kérpern héherer Ordnung vorbehalten miiBten. 


Experimenteller Teil 


A. Darstellung des Phosphatidgemisches aus Fleisch. Das zur 
Darstellung des Phosphatidgemisches benutzte Rindfleisch mu’ unbedingt 
frisch sein. Abgehangenes Fleisch der Metzger ist unbrauchbar. Da grobe 
Mengen Fleisch verarbeitet werden miissen, ist die Extraktion mit Alkohol 
aus technischen Griinden viel einfacher als die mit Ather. Da aber Alkohol 
auch sehr viel andere Extraktivstoffe aus dem Fleisch auslaugt, wurde es 
vorher mit Wasser extrahiert, zu welchem Zwecke es wiederum vorher durch 
Hitze koaguliert werden mu8te. Das ausgewaschene Koagulum wird 4 mal 
mit Alkohol ausgezogen, und zwar an vier aufeinander folgenden Tagen, 
so daB in der Folge an jedem '‘l'ag eine Portion alkoholischer Lésung an- 
fillt. Diese Lésungen werden laufend unter vermindertem Druck eingedampft, 
wobei darauf zu achten ist, daB die einzelnen Alkoholextrakte nicht mit- 
einander vermischt, sondern getrennt gehalten werden. Dies hat folgenden 
Grund: Beim Eindampfen der alkolischen Lésungen hat man unter heftigem 
und kaum zu beherrschendem Schiumen zu leiden, wenn man nicht weiB, 
daB das Schiitumen nur bei einer mittleren Alkoholkonzentration auftritt. 
Weder in vorwiegend waBriger, noch in vorwiegend alkoholischer Lésung 
besteht Neigung zum Schiumen. Aus diesem Grunde wird der Alkohol des 
ersten Tages, der ohnehin viel Wasser enthilt, in vorwiegend wiBrigem 
Milieu eingeengt, die Alkohole der anderen Tage aber (nach Entfernen des 
wiiBrigen Konzentrats des ersten Tages) bei hoher Alkoholkonzentration. 
Da wir laufend groBe Mengen Fleisch verarbeitet haben, so wurden die 
alkoholischen Destillate bei der nichsten Charge wieder benutzt. Hierbei 
wurde das erste, sehr wasserhaltige Destillat verworfen, die weiteren 
Destillate aber in der Reihenfolge ihrer Gewinnung wieder benutzt, da die 
Alkoholgehalte der einzelnen Tagesportionen ja ansteigen. Erst wenn die 
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gebrauchten Alkohole nicht mehr ausreichen, wird mit frischem Alkohol 
erginzt. Im einzelnen verfahren wir folgendermaBen: 


10 kg im Fleischwolf zerkleinertes frisches Rindfleisch werden in etwa 
30 Liter siedendes Wasser, welches (zur leichteren Koagulation der Eiweifi- 
kérper) 1°/, Kochsalz enthilt, eingetragen und die Masse unter fortwihrendem 
Umriihren 15 Minuten lang auf etwa 80° gehalten. Dann léBt man einige 
Minuten absitzen, gieBt die iiberstehende triibe Fliissigkeit ab, fiillt reich- 
lich Wasser nach und laugt nunmehr das Koagulum durch hiufiges Um- 
riihren und Dekantieren mit immer neuen Mengen Wasser aus. Fleisch, 
das am Morgen abgekocht war, wird am selben Abend weiter verarbeitet. 
Zu diesem Zweck wird es in einer Presse mit Tuch abgepreBt und in einem 
Kessel mit so viel Alkohol (Primasprit des Handels, mit 2°/, Toluol ver- 
gillt) tibergossen, daB der Alkohol einige Zentimeter iiber dem Fleisch steht. 
Ks wird méglichst oft umgeriihrt. Am anderen Tage wird abgepreBt (dies- 
mal zweckmibig ohne PreBtuch), der Alkohol filtriert und unter vermindertem 
Druck eingeengt. Der Riickstand wird wiederum mit Alkohol iibergossen, 
bis zum anderen Tage unter hiufigem Umriihren stehen gelassen, wieder 
abgepreBt und so fortgefahren, bis die Fleischmasse im ganzen 4 mal mit 
Alkohol extrahiert worden ist. Wie oben erwihnt, erfolgt das Einengen 
des ersten Alkohols in vorwiegend wiBrigem Milieu. Zu diesem Zweck gibt 
man in den Fraktionierkolben (von 2 Liter Inhalt) zuerst 1 Liter Wasser, 
bringt die Destillation in Gang und léBt nunmehr durch den Tropftrichter 
portionsweise so viel von dem Alkohol einflieBen, daB die Grenze des 
Schiiumens nie erreicht wird. Die Wasserbadtemperatur von 60° wurde durch 
einen Thermoregulator konstant gehalten. Der erste Alkohol wird auf etwa 
300 ccm eingeengt, so daB eine rein wibrige Emulsion zuriickbleibt, auf 
500 cem mit Wasser verdiinnt und die Emulsion bis zum SchluB beiseite 
gestellt. Das Einengen der weiter anfallenden Alkohole geschieht fortlaufend, 
wobei das Konzentrat immer im Destillierkolben verbleibt. Uber Nacht liibt 
man den Destillierkolben mit Alkohol angefiillt stehen, um die Luft még- 
lichst abzuhalten. Beim Einengen des letzten Alkohols maBigt man die 
Wasserbadtemperatur auf 50°, zur Vermeidung des durch die sich ab- 
scheidenden Phosphatide hervorgerufenen StoBens. Der Bequemlichkeit 
halber benutzen wir fiir die Einengung der immerhin groBen Mengen 
Aikohol eine Einrichtung, welche gestattet, die Vorlage zu entleeren, ohne die 
Destillation unterbrechen zu miissen. Wenn siimtliche Alkoholextrakte stark 
eingeengt sind, verwandelt man den Riickstand in eine wibrige Emulsion, 
indem man zunichst die waBrige Emulsion des ersten Tages zugibt und 
dann noch so viel Wasser, bis der Kolben zu etwa %/, gefiillt ist und 
dampft nunmehr bis zur dicklichen Sahne ein. Diese wird in einer Schale 
mit etwa der doppelten Menge Aceton gefillt. Die abgeschiedenen Phospha 
tide schwimmen auf der Liésung. Sie werden mit einem flachen Siebloffel 
herausgeschépft, in einer Schale mit Aceton durchgeriihrt, das Aceton ab- 
gegossen (ein Teil der Phosphatide schwimmt in der Fliissigkeit, die des- 
wegen durch den Siebléffel gegossen wird), und das Phosphatidgemisch 
so lange mit 6fter gewechseltem Aceton durchgeknetet, bis das Aceton 
farblos bleibt und nichts Wesentliches mehr aufnimmt. Endlich wird die 
Substanz durch Kneten in einer Schale ausgebreitet und im Vakuum iiber 
konzentrierter Schwefelsiure iiber Nacht getrocknet. Ausbeute 40—50 ¢. 
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Zur Reinigung wird das Phosphatidgemisch mit der 3 fachen Menge 
Ather gelést, nach Stehen tiber Nacht (im Kiihlschrank) von den in Ather 
unléslichen Lipoiden an der Zentrifuge abgetrennt, die itherische Lésung 
in einer Schale auf dem elektrischen Wasserbad eingeengt, bis man am 
Boden der Schale mit dem Spatel die Abscheidung der Phosphatide wahr- 
nimmt, und dann mit dem mehrfachen Volumen Aceton gefallt. Die Fillung 
wird mit Aceton ausgeknetet und im Vakuum iiber konzentrierter Schwefel- 
siiure getrocknet. 


B. Verseifung des Phosphatidgemisches und Darstellung des 
Rohproduktes. Man stellt sich zundchst eine Brucinacetatlésung her, indem 
man 200g Brucin (Brucin purum cryst. Merck) in etwa 1,5 Liter Wasser 
einriihrt und soviel Kisessig zugibt, bis fast alles gelést ist. Es mu8 aber 
auch nach langerem Umriihren stets noch freies Brucin ungelést als Boden- 
kérper vorhanden sein. Zur Liésung werden etwa 25 ccm Eisessig bendtigt. 
Nach der Lésung fillt man auf etwa 2 Liter auf. Die Brucinacetatlésung 
muB gegen Lackmus unbedingt schwach alkalisch reagieren, da sie nicht 
nur zur Fiillung der Brucinseifen, sondern auch — in 20 facher Verdiinnung — 
als Brucinpuffer zum Auswaschen der Brucinseifen dient (Lésung von 
Brucin + Brucinacetat). 

Die Verseifung selbst geschieht folgendermaBen: 50 g Phosphatid- 
gemisch*) werden durch Schiitteln mit 450 cem Wasser emulgiert, die 
Emulsion (zur Zuriickhaltung- event. noch vorhandener Klumpen) durch ein 
lockeres Gewebe in einen Erlenmeyerkolben von 2 Liter Inhalt filtriert und 
mit 500 cem Wasser verdiinnt. Es werden 100 ccm 33°/,ige Kalilauge ge- 
braucht, davon wenige Tropfen der Emulsion sofort zugefiigt, die letztere 
dann zum Sieden gebracht und der Rest der Kalilauge unter Schiitteln zu- 
gesetzt. Man bringt sofort in einen auf 100° geheizten Thermostaten und 
liBt darin unter Umschiitteln (alle 5 Minuten) 20 Minuten stehen. Damit die 
weitere Verarbeitung rasch erfolgen kann, werden die weiter gebrauchten 
Lisungen und Gerite vorbereitet. Nach der Verseifung verdiinnt man die 
klare Seifenlésung in einem 3 Liter fassenden niedrigen Becherglas mit 
| Liter Wasser, versetzt sofort und ohne die Lésung abkiihlen zu lassen 
mit 750 eem der Brucinacetatlésung und firbt mit Phenolphthaleinlosung. 
Kurz nach Zusatz der Brucinlésung fallt das Brucin breiig aus. Jetzt wird 
die Masse mit 50°/,iger Essigsiure, die sich in einer Birette befindet, 
neutralisiert, bis rotes Lackmuspapier eben noch eine Spur gebliut wird. 
Diese Neutralisation mit Essigsiure hat mit der gré8ten Vorsicht zu erfolgen. 
Wegen der Empfindlichkeit des Plasmalogens gegen Siuren muB man jede 
saure Reaktion in irgendeinem Teile der Suspension vermeiden. Darauf 
ist besonders zu achten, weil die Masse breiige Konsistenz hat und sich 
daher nicht so leicht umriihren 14Bt. Aus diesem Grunde wurde auch zur 
Kontrolle das Phenolphthalein zugesetzt. Man riihrt mit einem hélzernen 
Kiichenléffel, indem man den Léffel ruckweise von unten nach oben fiihrt 
und so Wirbel in der Suspension hervorruft. Bei fortschreitendem Zusatz 
der Essigsiure wird die Masse wegen Lésung des Brucins immer diinn- 
fliissiger, besonders nach Entfirbung des Phenolphthaleins. Bei weiterem 





*) Die Phosphatide miissen frisch sein. Aus alten, braun gewordenen 
Phosphatiden konnte kein Plasmalogen isoliert werden. 
16* 
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Neutralisieren beobachtet man deutlich ein Flottieren von seidenartig 
glinzenden Brucinkrystallen, die aber bei einem ziemlich scharfen Punkt 
verschwinden. Jetzt ist mit weiterem Zusatz von Essigsiiure groBe Vorsicht 
geboten, und man kontrolliert daher die Reaktion mit Lackmuspapier; wie 
erwihnt, soll rotes Lackmuspapier eben noch eine Spur Blaufirbung zeigen. 
Dies ist das Fallungsoptimum, und die Brucinseifen scheiden sich in groben 
Flocken ab. Zur besseren Zusammenballung erhitzt man jetzt auf 55° und 
14Bt absitzen. Es werden im ganzen etwa 65—70 ccm 50°/,ige Essigsiiure 
verbraucht. Bei dieser Vorschrift fillt die eigenartige Fiallung mit Brucin- 
acetat auf. Das Fallungsoptimum liegt fast im Neutralpunkt. Neutralisiert 
man aber die alkalische Seifenlésung vorher, in der Absicht, dann erst mit 
Brucinacetatlésung zu fillen, so bilden sich leicht die unléslichen sauren 
Kaliumsalze der Fettsiiuren von bekanntem Typus. Dies wird bei der be- 
schriebenen Arbeitsweise vermieden. 

Nach Absitzen der Brucinseifen miissen diese ausgewaschen werden, 
Mit Wasser ist dies aber nicht méglich, weil die Brucinseifen dabei Neigung 
zeigen, kolloidal in Lésung zu gehen. Wohl aber gelingt dies mit einem 
Brucinpuffer, den man erhilt, wenn man die Brucinacetatstammlésung auf 
das 20fache mit Wasser verdiinnt. Da die Brucinseifen weich sind und 
leicht zusammenkleben, kann das Auswaschen nur durch Dekantieren er- 
folgen. Man hebert daher mit einem Saugheber, dessen ansaugendes Ende 
(zur Vermeidung des MitreiBens von Bodensatz) kurz nach oben gebogen 
ist, die Lésung scharf ab, gieBt die Pufferlésung auf, bis das Becherglas 
gefillt ist, riihrt um, 1iBt wieder absitzen und wiederholt das Auswaschen, 
bis die urspriinglich nach dem Absitzen und Abhebern verbleibende Sus- 
pension durch das Auswaschen auf das 100 fache verdiinnt worden ist. Um 
dies zu erkennen, miBt man jedesmal die Héhe der nach dem Abhebern 
verbleibenden Suspension sowie die Héhe des Becherglases. Der Quotient 
gibt den jeweiligen Verdiinnungsgrad an. Endlich wird auf 2 Faltenfiltern 
von 24cm Durchmesser unter gleichmiBiger Verteilung filtriert, und zwar 
in 2 Trichtern, deren Rohre bis auf ein kurzes Stiick abgeschnitten sind. 
Nach dem Ablaufen bringt man die Trichter in zwei leere Exsiccatoren in 
normaler Stellung (etwa auf Bechergliser gestellt), evakuiert mit der Olpumpe, 
bis der aufsteigende Schaum die Filter ganz erfillt und laBt mehrere 
Stunden vollkommen ablaufen. Jetzt bringt man die Trichter mit den 
Filtern in 2 Exsiccatoren, die mit mit je 400 cem konzentrierter Schwefel- 
siure gefiillt sind, indem man sie auf einen geniigend hohen zylindrischen 
Ring setzt, der auf dem Zwischenboden steht, und evakuiert mit der Ol- 
pumpe, bis der aufsteigende Schaum die Filter anfiillt. Die Beherrschung 
dieses Schaumes ist wesentlich. Zu diesem Zweck laBt man die Trichter 
etwa 1 Stunde stehen, l48t den Schaum durch Einlassen von Luft kurz 
zuriicksinken und evakuiert wieder. Durch die austrocknende Wirkung des 
Exsiccators wird der Schaum diesmal schon weniger unangenehm sein. 
Unter Umstinden wird die Prozedur noch einmal wiederholt, auf jeden Fall 
so oft, bis sich das volle Vakuum ohne Uberschiumen herstellen 1aBt. Bei 
dieser "Arbeitsweise bilden die weichen Brucinseifen eine pordse Masse, die 
spiter vom Aceton leicht durchdrungen wird. Das Trocknen pflegt in 
2 Tagen beendet zu sein. Wir sahen uns gendétigt, unsere Arbeitsweise 
so genau zu beschreiben, weil die leicht zusammenklebenden Brucinseifen 
eine sehr schwierig zu verarbeitende Substanz darstellen, und wir bitten, im 
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Interesse der Reproduzierbarkeit unserer Versuche, sich an unsere Vorschrift 
zu halten, die in jahrelangen Versuchen erprobt wurde. Beim Abweichen 
yon unserer Vorschrift besteht auBerdem die Gefahr, daB kolloidale und 
nicht filtrierbare Lésungen entstehen, so daf Operationen, die in wenigen 
Stunden ausfiihrbar sind, u. U. Tage erfordern. Hierbei zersetzen sich die 
ungesittigten Fettsiuren leicht unter Bildung brauner Schmieren. AuBerdem 
ist unsere Vorschrift so ausgearbeitet, daB niemals-eine lingere Beriihrung 
mit der Luft stattfindet. 

Die Auflésung der Brucinseifen in Aceton erfolgt weitaus am besten 
durch Vakuumimprignierung. Jedes vorzeitige Bearbeiten mit dem Spatel 
ist zu unterlassen, weil dadurch die Brucinseifen nur zusammenkleben und 
sich dann nur schwer lésen. Zu diesem Zweck versieht man die Trichter 
mit einem kurzen zugeklemmten Gummischlauch, setzt sie in einem leeren 
Vakuumexsiceator auf ein Becherglas, gieBt Aceton auf und evakuiert mit 
der Wasserstrahlpumpe bis zum Aufsieden des Acetons. Hierbei zerfillt 
die weiche Masse. Die Brucinseifen lésen sich zu einer braunen Lésung 
auf, wiihrend das Rohprodukt in Gestalt eines farblosen flockigen Nieder- 
schlages zuriickbleibt. Man riihrt jetzt erst mit dem Spatel um, 1liBt die 
Acetonlésung abflieBen und wiederholt das Auswaschen mit Aceton unter 
Umriihren. Endlich schneidet man die Spitze des Filters ab und spritzt 
den Niederschlag mit Aceton in einen Erlenmeyerkolben von 500 ccm herunter. 
Der Inhalt des zweiten Trichters wird in der gleichen Weise behandelt. 
Wenn sich das gesamte Rohprodukt in dem Erlenmeyerkolben unter Accton 
befindet, ist zunichst zu priifen, ob auch alle Brucinseifen gelést sind. 
Diese bilden braun gefiarbte Klumpen, die sich rasch auf den Boden setzen 
und sind daher leicht zu erkennen. Erst wenn alle Brucinseifen gelést 
sind, erfolgt das Auswaschen mit Aceton durch wiederholtes Filtrieren auf 
einem Faltenfilter und Zuriickspritzen in den Erlenmeyerkolben. Das Aus- 
waschen ist so lange fortzusetzen, bis eine Probe des ablaufenden Acetons 
mit dem mehrfachen Volumen verdiinnter Schwefelsiiure keine (oder nur 
eine eben wahrnehmbare) Triibung mehr gibt. Das in Aceton suspendierte 
Rohprodukt wird nunmehr abgesaugt und im Vakuum iiber konzentrierter 
Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 7—8 g Rohprodukt aus 50 g Phosphatid- 
gemisch. 


C. Darstellung von krystallisierten Acetalphosphatiden aus dem 
Rohprodukt. Wie im allgemeinen Teil auseinandergesetzt, erfolgt die 
Reindarstellung der Acetalphosphatide durch fraktionierte Lésung des Roh- 
produktes mit Benzol in 2 Etappen, 1mal bei Zimmertemperatur (18—20%, 
dann bei héherer Temperatur. Das Verfahren ist in beiden Abschnitten 
grundsiitzlich das gleiche, auch das Verhiiltnis der angewandten Benzol- 
mengen. Jede Extraktion findet 3mal statt, und zwar zuerst mit der Tfachen, 
dann noch 2mal mit je der 5fachen Menge Benzol. Die Extraktion erfolgt 
in einem Zentrifugenglas. Nach dem dritten Abzentrifugieren wird aus 
dem gelartigen Bodensatz das Benzol mit Aceton an der Zentrifuge aus- 
gewaschen, und das erste ,,Zwischenprodukt“ im Vakuum iiber konzentrierter 
Schwefelsiure getrocknet unter Beistellung einer Schale mit aktiver Kohle 
(zur Adsorption event. noch vorhandener Spuren Benzol). Zur Gewinnung 
der noch in der Benzollésung vorhandenen Anteile werden die vereinigten 
Mutterlaugen im Kihlschrank iiber Nacht bei 6° stehen gelassen und kalt 
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zentrifugiert. Die Vorbereitungen (Kinfiillen in die Zentrifugengliser, Aus. 
tarieren) mu8 man schon vor dem Abkiihlen vornehmen. Auch die Metall. 
becher der Zentrifuge werden vorgekiihlt. Bei diesen VorsichtsmaBregeln 
ist ein Abkihlen der Zentrifuge selbst nicht erforderlich, doch zentrifugiere 
man nicht linger als 5 Minuten. Die kalte Benzollésung wird dann ab. 
gegossen, aus dem Bodensatz das Benzol mit Aceton ausgewaschen, und 
der Riickstand wie oben getrocknet. In diesem ,,Restprodukt“ ist nunmehr 
ein weiterer Teil in Benzol schwerldéslich geworden. Zu seiner Gewinnung 
wird dieses Restprodukt in der gleichen Weise 3mal mit Benzol bei Zimmer. 
temperatur extrahiert, und sowohl Riickstand wie Lésung in der oben 
beschriebenen Weise weiterbehandelt. Endlich wird noch eine dritte 
Extraktion vorgenommen. Eine weitere Extraktion lohnt sich nicht, da 
das ,,Restprodukt“ nach der dritten Extraktion sich in Benzol ohne nennens. 
werten Riickstand, oder sogar ganz klar aufzulésen pflegt. Im ganzen 
werden so rund 3.g an ,,Zwischenprodukt‘‘ gewonnen. 

Die vereinigten Zwischenprodukte werden nunmehr zur Reindarstellung 
der Acetalphosphatide der fraktionierten Liésung mit Benzol in einem 
Wasserbad von 45° unterworfen, und zwar in sonst genau der gleichen 
Weise wie oben beschrieben. Das Abscheiden des ,,Restproduktes“ aus 
der Benzollésung erfolgt aber nicht im Kiihlschrank, sondern durch Stehen 
bei 18—20° iiber Nacht. Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, nach der 
ersten Extraktionsserie das aus der Mutterlauge anfallende ,,Restprodukt‘ 
vor der weiteren Extraktion aus Alkohol umzuscheiden. Zu diesem Zweck 
wird das erste Restprodukt in der 10fachen Menge 96°/,igem Alkohol im 
Wasserbade von 45° gelést, kurz warm abzentrifugiert, und der Riickstand 
noch einmal mit der 5fachen Menge Alkohol extrahiert. Die Riickstinde 
werden verworfen. Die vereinigten alkoholischen Lésungen 1la8t man 
mehrere Tage bei 18—20° stehen, wobei sich neben einem amorphen Nieder- 
schlag auch schon die kugeligen Drusen der Acetalphosphatide bemerkbar 
machen. Ks wird abgesaugt, das Produkt mit Aceton nachgewaschen und 
die so gereinigte Substanz nach dem Trocknen jetzt noch 2mal der Extrak- 
tion mit Benzol bei 45° (in Extraktionsserien zu je 3mal) unterworfen. 
Auf diese Weise erhilt man etwa 1—1,5 g Acetalphosphatide. Um diese 
zu krystallisieren, lést man die Substanz in einem Zentrifugenglas bei einer 
Innentemperatur von 45° in der 25fachen Menge Alkohol, und laBt in einem 
auf 40° geheizten Thermostaten einige Stunden stehen, wobei sich ein kleiner 
Teil der Acetalphosphatide, mit einem schwer léslichen K6rper verunreinigt, 
abscheidet. Es wird warm und schnell abzentrifugiert und die alkoholische 
Lésung langsam erkalten gelassen. Nach dem Absaugen, Nachwaschen mit 
Aceton und Trocknen ergeben sich als Ausbeute etwa 0,8—1 g. 

Zu dieser Ausbeute ist folgendes zu bemerken: Nehmen wir an, die 
Muskelphosphatide hiatten einen mittleren Plasmalgehalt von 11°/, gehabt, 
so wiirde dies bei einem Einsatz von 50 g Phosphatidgemisch 5,5 g Plasmal 
und einem Bestand von rund 10g Acetalphosphatiden entsprechen. Nun 
mu8 die alkalische Hydrolyse mindestens 20 Minuten dauern, um iiberhaupt 
die Acetalphosphatide isolieren zu kénnen. Hierbei wird ein groBer Teil 
zu Plasmalogensiure abgebaut und nur rund 40°, bleiben intakt; denn 
das Rohprodukt wiegt etwa 7 g und hat einen Plasmalgehalt von etwa 30 °),. 
Dem entspricht das Vorhandensein von rund 4g Acetalphosphatiden im 
Rohprodukt. Nimmt man nach einer groben Schiitzung an, daB von diesen 
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. Acetalphosphatiden die Halfte zu der in Benzol unléslichen Gruppe gehéren, 


die hier allein in Frage kommt, so kénnen theoretisch iiberhaupt nur rund 


i 2 g Palmital- bzw. Stearal-haltige Acetalphosphatide vorhanden sein. 


Bei der Beurteilung der Analysenwerte ist zu beriicksichtigen, daB 
wir in den vorliegenden Acetalphosphatiden ein Gemisch aus 2 Homologen, 
nimlich dem Palmital- und Stearal-haltigen Acetalphosphatid vor uns haben. 
Die Werte werden also zwischen denen der einzelnen Komponenten liegen. 
Im tibrigen sind die Unterschiede wegen des hohen Molekulargewichtes der 
Korper nicht sehr groB. 

Die Substanz wurde im Vakuum iiber H,SO, bei Zimmertemperatur 
getrocknet. 

4,647, 4,814 mg Subst.: 9,920, 10,270 mg CO,, 4,260, 4,480 mg H,O. — 
2,865, 3,086 mg Subst.: 0,078 (21°, 755 mm), 0,082 (22°, 755 mm) ecem Ng. — 
11,962, 9,502 mg Subst.: 55,205, 42,855 mg Ammon. phos. molybdat. 

C.,H,,O,NP bzw. C,,H,.0,NP 
C 57,61—59,30 H 10,14—10,89 
» 58,24, 58,20 ,, 10,26, 10,30 


P 7,10—6,67 
6,78, 6,55. 


Ber. 
Gef. 


Kigenschaften: Die bisher isolierten Acetalphosphatide haben keinen 
Schmelzpunkt. Im Capillarrohr erhitzt, fingt die Substanz bei rund 50° an, 
unter Sintern zu erweichen. Beim weiteren Erhitzen wird die Masse zwar 
deutlich weicher, zersetzt sich aber iiber 150° unter Braunfirbung. In 
dieser Beziehung iihneln die Acetalphosphatide den Esterphosphatiden. Der 
Kérper ist in Ather, Petrolither und Aceton unléslich, fast unléslich in 
Essigester und Benzol, schwer léslich in kaltem Alkohol, leichter beim Er- 
wiirmen, viel leichter léslich in Methanol, leicht léslich in Chloroform. Aus 
Alkohol scheidet er sich beim raschen Abkiihlen als wachsartige Masse 
amorph ab, beim langsamen Abkiihlen aber in makroskopisch sichtbaren 
kugeligen Aggregaten, die (besonders am Rande sichtbar) unter dem Mikroskop 
sich als aus diinnen Nadeln zusammengesetzt erweisen. Beim langsamen 
Verdunsten einer methylalkoholischen Lésung entstehen mehrere Millimeter 
groBe knollige Gebilde. In Wasser unléslich, aber léslich auf Zusatz von KOH 
aus obengenannten Griinden. Beim Neutralisieren der alkalischen Lésung 
fallen die Acetalphosphatide schon kurz vor dem Erreichen des Neutral- 
punktes wieder aus. Mit Wasser erhitzt, bildet das Acetalphosphatid eine 
kolloidale Masse. 


D. Katalytische Spaltung des Acetalphosphatids, Isolierung des 
Glycerinphosphorsaure-colaminesters. 1,0g fein zerriebenes Acetal- 
phosphatid suspendiert man in einem Zentrifugenglase mit 50 ccm Wasser 
und rithrt um, bis alles gleichmiBig verteilt ist. Dann erhitzt man im 
Wasserbad auf etwa 60—70°, wobei sich eine kolloidale Lésung bildet, 
libt abkiihlen, und gibt dann 1 cem 6°/,ige Quecksilberchloridlésung hinzu. 
Man stellt das Glas jetzt in ein Wasserbad, das nunmehr zum Sieden ge- 
bracht wird, und laBt unter dfterem Umriihren 15 Minuten im siedenden 
Wasserbad stehen. Nach dem Zusatz des Quecksilberchlorids flockt die 
Substanz aus. Der Niederschlag ist schwerer als Wasser und geht nach 
unten. Im Laufe der Spaltung beobachtet man, daB die Masse der Substanz 
abnimmt, und daB die Flocken nunmehr nach oben steigen; denn das freie 
Plasmal ist leichter als Wasser. Nach Beendigung der Spaltung li8t man 


N 3,20—3,01 
»» 8,14, 3,05 
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volistindig abkiihlen, iiberschichtet mit etwa 30 cem Ather und schiittelt 
um, bis alles gelést ist. Dann trennt man an der Zentrifuge, hebert den 
Ather ab und wiederholt das Ausschiitteln mit Ather noch zweimal. Nach 
dem ersten Zentrifugieren beobachtet man, daB alles bis auf geringe Spurey 
in Lésung gegangen ist, und dies ist ein Kriterium fiir tatsichlich erfolgte 
Spaltung. Wird nimlich das Acetalphosphatid nur in Wasser suspendiert 
und ohne Zusatz von HgCl, ausgeschiittelt, dann sammelt sich beim Zentri- 
fugieren das gesamte Acetalphosphatid in hoher Schicht an der Grenze 
zwischen Wasser und Ather an. 

a) Darstellung des,,Leitkérpers“ (Plasmalthiosemicarbazon), 
Die iitherische Lésung wird in einem Becherglas abgedampft, der Riickstand 
in 80 cem Alkohol hei8 gelést und eine Lisung von 1 g Thiosemicarbazid 
in 5 ccm kochendem Wasser zugefiigt. Die Kuppelung findet augenblicklich 
statt. Da die alkoholische Lésung auch HgCl, enthilt, welches sowohl 
Thiosemicarbazid als auch Thiosemicarbazone ausfallt, wurde ein grofer 
Uberschu8 von Thiosemicarbazid angewandt. Nach Abkiihlen wird, ohne 
Riicksicht auf den entstehenden Niederschlag, mit H,S behandelt und die 
zum Sieden gebrachte Lésung vom Quecksilbersulfid abgetrennt. Der Alkoho! 
wird verdampft und der Riickstand im Vakuum iiber konzentrierter Schwefel- 
siure ausgetrocknet. Es erfolgt nun das Auswaschen des tiberschiissigen Thio- 
semicarbazids mit Wasser, zu welchem Zweck das Priparat zuvor mit ganz 
wenig Alkohol angefeuchtet wird, da es sonst nur schwer von Wasser benetz- 
bar ist. Endlich wirdim Vakuumexsiccator getrocknet. Ausbeutean Rohprodukt 
0,65 g (ber. etwa 0,7 g). Nach dem Umkrystallisieren aus der Tfachen Menge 
Alkohol verbleiben noch ohne Aufarbeitung der Mutterlauge 0,55 g, woraus 
man schlieBen kann, daB leichtlésliche Thiosemicarbazone mit den bisher 
noch nicht identifizierten Aldehyden nicht vorhanden waren. Auch der 
fehlende Geruch nach diesen Aldehyden spricht dafiir (vgl. oben). 

b) Darstellung der Colaminglycerinphosphorsiure. Die 
wiBrige Lésung wird filtriert, die Chlor-Ionen durch Schiitteln mit frisch 
gefilltem Silberoxyd entfernt, und das Filtrat mit H,S behandelt. Die 
Sulfide der Schwermetalle bleiben dabei in kolloidaler Lésung. Daher wird 
in der Schale auf dem Wasserbad eingeengt, wobei die Sulfide ausflocken. 
Das Filtrat wird zur Trockne eingedampft und im Exsiccator ausgetrocknet. 
Die Reindarstellung des Esters erfolgt auf Grund der Erkenntnis, daf er 
in Wasser iuBerst leicht, in Alkohol aber vollkommen unléslich ist, und 
daB daher eine wiBrige Lésung auf Zusatz von Alkohol auskrystallisiert. 
Im einzelnen zeigte sich, da8, wenn man die Substanz in der 3 fachen Menge 
Wasser gelést hat, dann das Tfache Volumen an 96°/,igem Alkohol im 
wesentlichen nur geringe Mengen von Verunreinigungen oder Neben- 
produkten ausfillt, die dann nach Schiitteln sich flockig abscheiden, und 
durch Zentrifugieren als harziger Bodensatz abgetrennt werden kénnen, 
daB aber ein weiterer Zusatz der gleichen Menge Alkohol den Ester aus- 
krystallisieren 1é8t. Er wird nach Stehen im Kiihlschrank abgesaugt und 
im Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. Behandelt man den Boden- 
satz der ersten Alkoholfillung in der gleichen Weise, so lassen sich hiiufig 
noch weitere geringe Mengen des krystallisierten Produktes gewinnen. 
Diese krystallisierende Fillung mit Alkohol wird noch zweimal wiederholt. 
Auf diese Weise wurden aus 1 g Acetalphosphatid 0,3 g Glycerinphosphor- 
siiure-colaminester gewonnen. 
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Der Colaminester, nach diesem Verfahren dargestellt, krystallisiert 
mit einem Molekiil Krystallwasser, das schon bei 100° anfiingt zu entweichen, 
schneller bei 140°. Dabei bleibt die Substanz in geschmolzenem Zustande 
zuriick. Die Schmelze erstarrt beim Abkiihlen glasartig und ist in diesem 
Zustande sehr hygroskopisch. 


10,84 mg verl. bei 140° 0,80 mg H,0. 
C;H,,O,NP + H,O Ber. H,O 7,738 Gef. 7,74. 


Zur Analyse wurde die Substanz nur bei Zimmertemperatur iiber H,SO, 
getrocknet. 


4,996 mg Subst.: 4,785 mg CO,, 3,100 mg H,O. — 3,316, 2,934 mg Subst.: 
0,177 (24°, 757 mm), 0,161 (24,5°, 757 mm) ecm N,. — 9,56 mg Subst.: 86,450 mg 
Ammon. phos. molybdat. 

C.H,,O,.NP Ber. C 25,75 H6,92 N 6,01 P 18,32 
Gef. ,, 26,12 ,, 6,94 ,, 611,627  ,, 13,14. 


Eigenschaften des Glycerinphosphorsiure-colaminesters: Der K6rper 
ist iuBerst leicht léslich in Wasser, beim Eindampfen bleibt er als amorphe 
klebrige Masse vermutlich im krystallwasserfreien Zustande (vgl. oben) zuriick. 
Beim Vermischen der wi8rigen Losung mit der 10—15fachen Menge Alkohol 
krystallisiert er in feinen sehr diinnen Nadeln aus, die das ganze Glas brei- 
artig erfiillen. Beim Absaugen bildet die Krystallmasse ein fest zusammen- 
hingendes Filzwerk. Im Capillarrohr erhitzt, schmilzt der Kérper bei 86—87° 
nach vorherigem Sintern. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB es sich nicht 
um einen einheitlichen Kérper, sondern um ein Isomerengemisch aus der 
a- und #-Form handelt. 


E. Spaltung des Glycerinphosphorsaure-colaminesters. 0,25 g 
Glycerinphosphorsiure-colaminester wurden in einem zugeschmolzenen 
Réhrehen mit 5 ecem n-HCl 16 Stunden auf 100° erhitzt und die Lésung 
im Vakuumexsiccator itiber KOH zur Entfernung der HCl eindunsten ge- 
lassen. Der Riickstand wurde in 10 cem Wasser gelést und mit 0,37 g 
Pikrolonsiure (50°/, UberschuB) in 3,7 cem kochendem Alkohol gelést, ver- 
setzt. Nach mehrstiindigem Stehen wurde der Krystallbrei abgesaugt (0,2 g) 
und der Kérper mehrmals aus der 70fachen Menge Alkohol umkrystallisiert. 
Hierbei schied sich das Colaminpikrolonat in gelben biischelférmig an- 
geordneten langen Nadeln aus. Zur Analyse wurde im Vakuum iiber 
Schwefelsiure bei Zimmertemperatur getrocknet. 


5,192, 4,921 mg Subst.: 8,490, 8,030 mg CO,, 2,270, 2,160 mg H,O. — 
6,170 mg Subst.: 1,148 cem N, (21°, 753 mm). 
C,.H,,0O,N, Ber. C 44,30 H 4,65 N 21,54 
Gef. ,, 44,71, 44,65 ,, 4,90, 4,93  ,, 21,40. 


F. Darstellung der Plasmalogensaure. Da die Plasmalogensiure 
in der acetonléslichen Fraktion der Brucinseifen steckt, so kann sie aus 
der Acetonlésung, wie sie bei der oben beschriebenen Methode der Dar- 
stellung der Acetalphosphatide anfallt, dargestellt werden. Legt man aber 
auf gute Ausbeute Gewicht, so wird man nicht, wie bei der Darstellung 
der Acetalphosphatide, 20 Minuten, sondern, wie aus dem allgemeinen Teil 
hervorgeht, 6 Stunden lang verseifen. Fiir diesen Fall seien auch die 
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folgenden Angaben gemacht. Da dann ausschlieBlich die Acetonlésung von 
Interesse ist und weiter verarbeitet wird, so braucht das Auswaschen des 
Riickstandes nicht so sorgfiltig zu erfolgen; man hére vielmehr auf, wenn 
die Acetonlésung (Filtrat) 1 Liter betriigt. In diese Acetonlésung trigt man 
10 g Lithiumchlorid (fein zerrieben) ein und schiittelt etwa 30 Minuten lang. 
In dieser Zeit sind die Lithiumsalze der gesittigten Fettsiuren mitsamt dem 
plasmalogensauren Lithium ausgefillt. Man erkennt dies daran, da8 die 
Acetonlésung keine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure mehr gibt. Da 
man mit der Acetonlésung selbst die Reaktion nicht vornehmen kann, wird 
sie in Form der ,,Filtrierpapierprobe“ ausgefiihrt. Zu diesem Zweck taucht 
man einen Streifen Filtrierpapier von der GréBe eines Reagenzpapiers 
etwas in die Acetonlésung ein, streift das Papier dann im Interesse einer 
méglichst gleichméBigen Impriignierung zwischen den Fingern ab, liBt das 
Aceton verdunsten und bringt es zuerst in eine Lésung von HgCl, und 
dann in fuchsinschweflige Siure. Stellt man diesen Versuch mit der un- 
behandelten Acetonlésung an, so firbt sich das Papier intensiv violett, 
nach Ausfillung mit Lithiumchlorid aber fiallt die Reaktion negativ aus. 
Man filtriert jetzt von den Lithiumsalzen ab, suspendiert den Filter- 
riickstand in etwa 1 Liter Alkohol, der 0,5°/, Lithiumchlorid enthialt (hier- 
durch wird vermieden, da8 die Lithiumsalze kolloidal in Lésung gehen) 
und kocht aus. Es erfolgt weiteres Auskochen mit Alkohol, und zwar 
solange, bis eine Probe des Filtrats mit dem mehrfachen Volumen ver- 
diinnter Schwefelsiiure versetzt, keine Triibung mehr gibt. Dann wird der 
Filterriickstand in Wasser eingetragen und mit Wasser solange aus- 
gewaschen, bis das Filtrat keine Reaktion mit Silbernitrat mehr gibt. 
Endlich wird im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. Ausbeute 5,1 g. 
Zum Schlu8 wird noch mit Benzol ausgekocht, das Benzol mit Aceton 
verdriingt, und die Substanz getrocknet. Ausbeute 4,9 g. 

Bei der Beurteilung der Analysenwerte ist zu beriicksichtigen, dab 
das isolierte plasmalogensaure Lithium ein Restprodukt ist, und da es 
wegen seiner Unléslichkeit in allen Lésungsmitteln auch nicht gereinigt 
werden konnte. AuBerdem enthilt es alle im Plasmal vorkommenden 
Aldehyde, einschlieBlich der noch nicht identifizierten. Zum Vergleich sind 
wir auf die Grenzwerte des Palmital- bzw. Stearal-haltigen plasmalogensauren 
Lithiums angewiesen. Die Substanz wurde im Vakuum iiber H,SO, ge- 
trocknet. 

4,948, 5,089 mg Subst.: 10,345, 10,660 mg CO,, 4,170, 4,270 mg H,O. — 
13,848, 12,911 mg Subst.: 65,160, 61,700 mg Ammon. phos. molybdat. 

C,9H3,0,PLi, bzw. C.,H,,0,PLi, 
Ber. C 56,13—58,04 H 9,18—9,52 PP 1,64—7,15 
Gef. ,, 57,10, 57,15 ,, 9,44, 9,39 ,, 6,84, 6,95. 


Man sieht aus diesen Analysenwerten, da8 das plasmalogensaure Li 
noch mit einem P-freien Kérper verunreinigt war. 


G. Spaltung der Plasmalogensaure. Die Spaltung wurde mit ver- 
diinnter Essigsiure ausgefiihrt. Um eine Polymerisation des Plasmals zu 
verhindern, wurde dieses ,,abgefangen“, indem der Essigsiure gleich 
Thiosemicarbazid zugesetzt wurde. Es scheint, daB die Spaltung der 
Plasmalogensiiure viel triger verliuft als die des Plasmalogens, und dab 





Be 
a4 
v4 
Pa 
be 
ae 
3 





YEH ge Ata REN BE 


Bien ere en Cae 








Ig von 
en des 
, Wenn 
tt man 
n lang, 
at dem 
aB die 
it. Da 
, wird 
taucht 
apiers 
einer 
Bt das 
e und 
sr un- 
iolett, 
r aus, 
“ilter- 
(hier- 
‘ehen) 
zwar 

ver- 
d der 
aus- 
gibt. 
D1 g. 
ceton 


dab 
B es 
inigt 
nden 
sind 
uren 
| ge 


). — 














Zur Kenntnis des Plasmalogens 243 


die Geschwindigkeit der Spaltung abhingig ist von der Substitution an 
der Phosphorsiure. Bei der friiher mitgeteilten Methode zur quantitativen 
Bestimmung des Plasmals beispielsweise, bei der die Spaltung erstens durch 
die saure Reaktion der fuchsinschwefligen Siure erfolgt und zweitens noch 
durch HgCl, katalysiert werden kann, wird das Farbmaximum bei Plasma- 
logen schon nach wenigen Stunden, bei plasmalogensaurem Lithium jedoch 
erst nach 4 Tagen erreicht. Dies kann nicht an der Unldslichkeit des 
plasmalogensauren Li liegen, da dieses bei dem Ansatz in LEisesssig 
gelést wird. 

8,0 g plasmalogensaures Li wurde zwecks besserer Benetzung zuvor 
mit etwas Alkohol angefeuchtet, dann in 30 ccm 5°/,iger Essigsiure 
suspendiert (wobei sich die Substanz zu einem ziihen schleimigen Kleister 
list) und 1,0 g Thiosemicarbazid zugesetzt. Die Spaltung erfolgte bei 50° 
im Thermostaten. Der Ansatz blieb versehentlich 1 Woche bei 50° stehen, 
so daB wir die erforderliche Minimalzeit fiir die Spaltung nicht an- 
geben kénnen. Mit fortschreitender Spaltung tritt eine Verfliissigung der 
Masse ein, wihrend sich gleichzeitig die Thiosemicarbazone bilden, die 
aber kolloidal in Lésung bleiben. Diese héchst unbequeme Neigung zur 
kolloidalen Lésung kann man beherrscheu, indem man die Lésung 
iiber KOH im Vakuum vollkommen eindunstet. 


a) Darstellung des ,,Leitkérpers“ (Thiosemicarbazon). Der 
trockne Riickstand wird fein zerrieben und mit Wasser extrahiert. Die 
Glycerinphosphorsiure befindet sich jetzt im Filtrat, wihrend der Filter- 
riickstand die Thiosemicarbazone enthilt. Diese werden im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet (2,0 g) und mehrmals mit je 40 cem Alkohol aus- 
gekocht. Hierbei gehen die Thiosemicarbazone in Lésung, wihrend Ver- 
unreinigungen (0,63 g) zuriickbleiben. Die alkoholische Lésung wird auf 
etwa 40 cem eingeengt, worauf die Thiosemicarbazone des Palmitals und 
Stearals in charakteristischen kreideweiBen harten kugeligen Drusen aus- 
krystallisieren. Ausbeute: 1,1 g. Der Kérper kann durch Umkrystallisieren 
aus der Tfachen Menge Alkohol gereinigt werden.’ 


b) Darstellung der Glycerinphosphorsiure. Das wiBrige 
Filtrat wird auf etwa 100 ccm eingeengt und mit Bleiacetat ausgefillt 
(das iiberschiissige Thiosemicarbazid ist mit Bleiacetat nicht fallbar), der 
Niederschlag an der Zentrifuge abgetrennt und mit Wasser ausgewaschen, 
bis dieses nicht mehr bitter nach Thiosemicarbazid schmeckt. Das Blei- 
salz wird mit H,S zersetzt, der Schwefelwasserstoff weggekocht, die Lésung 
mit Bariumhydroxyd alkalisch gemacht und das iiberschiissige Baryt mit 
CO, entfernt. Nach Auskochen und Einengen fallen weitere Mengen 
Bariumearbonat aus. Nach dem Abdampfen zur Trockne hinterbleiben 
1,15 g Rohprodukt von glycerinphosphorsaurem Ba. Dieses wird in be- 
kannter Weise durch Lisung in Wasser und Fiillen mit Alkohol mehrfach 
gereinigt (Ausbeute 1,05 g). 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 120° getrocknet. 


5,088 mg Subst.: 2,280 mg CO,, 1,330 mg H,O. — 13,087 mg Subst.: 
87,670 mg Ammon. phos. molybdat. 


C,H,O,PBa Ber. C 11,71 H 2,80 P 10,07 
Gef. ,, 1205 ,, 2,95 ,, 9,75. 
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ec) Trennung von a- und £-Glycerinphosphorsiure. Nach 
Karrer und Salomon’) wurden 1,00 g glycerinphosphorsaures Ba in 
10 ccm Wasser gelést, dazu eine Lésung von 0,8 g Bariumnitrat in 10 ecm 
Wasser gegeben, und iiber Nacht stehen gelassen. Das abgeschiedene 
Doppelsalz des glycerin-§-phosphorsauren Ba wurde abgesaugt, mit 
4 ccm eiskaltem Wasser nachgewaschen und getrocknet. Ausbeute an 
2C,H,O,PBa, Ba(NO,), 0,72 g. Dazu kommen noch 0,2 g, die sich in der 
Lésung befinden, so daB im ganzen 0,92 g Doppelsalz der $-Saure vor- 
liegen. Daraus ergeben sich 0,5 g oder 50°/, glycerin-8-phosphorsaures Ba. 


Anhang: Bemerkungen zur quantitativen Bestimmung des Plasmals 
in lipoiden Gemischen nach Feulgen und Grinberg 


1. Bei den oben mitgeteilten Arbeiten zur Aufklirung des 
Plasmalogens spielte naturgemif die quantitative Bestimmung 
des Plasmals in lipoiden Gemischen eine groBe Rolle. LKine 
solche wurde vor einiger Zeit von Feulgen und Grinberg’ 
angegeben. Hierbei wird die zu untersuchende lipoide Substanz 
in der tausendfachen Menge HKisessig gelést, 1 com der Liésung 
mit 10 ccm fuchsinschwefliger Siure versetzt und nach Entwick- 
lung des Farbstoffs mit 10 com Amylalkohol ausgeschiittelt. Die 
amylalkoholische Farbstofflésung wird dann im Stufenphotometer 
von Zeiss absolut colorimetriert. Es stellte sich nun heraus, 
daB, je reiner die Substanz wurde, um so gréfer die Neigung des 
Plasmalogens war, beim Vermischen mit der fuchsinschwefligen 
Saiure grobflockig auszufallen. In solchen Fallen reagiert die 
fuchsinschweflige Saéure nicht quantitativ durch, und man be- 
kommt zu niedrige Werte. Diese Schwierigkeit kann vermieden 
werden, wenn man zur Lésung der Substanz nicht reinen Kisessig 
benutzt, sondern eine 1°/,,ige Lésung von plasmalogenfreiem 
Phosphatid in Eisessig. Das Phosphatid halt dann die lipoide 
Substanz so feindispers in Lésung, da8 der Ansatz ganz klar er- 
scheint. Kin bequem zugiingliches plasmalogenfreies Phosphatid ist 
das Lecithin aus Eigelb. Die darin vorhandenen Spuren Plasmalogen 
machen sich bei dem Ansatz nicht bemerkbar. Im Zweifelsfalle 
entscheidet ein blinder Versuch. Ein geeignetes Phosphatid kann 
mit folgender abgekiirzter Methode bequem dargestellt werden: 


Das Eigelb eines frischen Kies wird zuerst mit 20 cem Alkohol in 
einem Becherglase gleichmaBig verriihrt, und dann unter Riihren 50 ccm 
Ather zugegeben. Man filtriert vom ausgefallenen Vitellin ab, wiischt mit 
Ather nach, verdampft die Lésungsmittel auf dem elektrischen Wasserbad 
volistindig und riihrt bzw. knetet den Riickstand mit Aceton durch, bis 
letzteres nichts mehr aufnimmt. Das Phosphatid wird im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. 
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2. Die Plasmalogene bzw. Acetalphosphatide enthalten im 
Durchschnitt 55°/, Plasmal. Daraus berechnet sich der Gehalt 
an Acetalphosphatiden, indem man den Plasmalgehalt mit dem 
Faktor 1,8 multipliziert. 

3. Es war friiher darauf hingewiesen worden, daB beim Aus- 
schiitteln von fuchsinschwefliger Siure mit Amylalkohol immer 
eine geringe ,,Pseudofarbung“ des Amylalkohols eintritt, und es 
waren mehrere Methoden angegeben worden, wie man diese Un- 
gutriglichkeiten beherrschen kann. U.a. wurde als einfachstes 
vorgeschlagen, in einem blinden Versuch den Extinktionskoeffizi- 
enten der Pseudoreaktion zu ermitteln, und diesen dann von dem 
Extinktionskoeffizienten der Versuchslésung abzuziehen. Hierzu 
ist aber ein langeres Stehen erforderlich, um die Pseudoreaktion 
zur vollen Ausbildung gelangen zu lassen. Es hat sich nun 
herausgestellt, daB beim raschen Arbeiten die Pseudoreaktion 
iiberhaupt nicht in merklicher Weise in die Erscheinung tritt, 
so daB unter dieser Bedingung die Pseudoreaktion nicht beriick- 
sichtigt zu werden braucht. Auch hier entscheidet der blinde 
Versuch, der iiber die Voraussetzungen zu dieser Arbeitsweise Auf- 
schluB gibt, einer Methode, die in der Tat die quantitative Be- 
stimmung des Plasmals in lipoiden Substanzen sehr vereinfachen 
und abkiirzen wiirde. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft ausgefihrt. 
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Das Wuchsstoffsystem der Milchsiurebakterien 
Von 
E. F. Miller 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitaét Heidelberg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1939) 


Fir’ verschiedene Milchsiurebakterien ist au8er den bereits 
von Orla-Jensen!) und von Snell?) in ihrer chemischen Natur 
erkannten Nahr- und Wuchsstoffen Adermin (Vitamin B,) zum 
Wachstum unbedingt erforderlich °).' Ks schien zunichst, daB dariiber 
hinaus nur ein Faktor, nimlich die von Snell?) weitgehend an- 
gereicherte, siure- und: besonders alkaliempfindliche N-haltige Siaure, 
erforderlich wire. Diese konnte kiirzlich von Snell‘) — allerdings 
nur teilweise — durch das hoch gereinigte, aber noch amorphe 
Calciumsalz der Williamsschen Pantothensiure®) ersetzt werden. 
Ich habe nun gefunden, daB das von Snell als Aminosiurequelle 
angewandte Hydrolysat von Casein (nach O. Hammersten) noch 
betrichtliche Mengen weiterer Wuchsfaktoren fiir Milchsiure- 
bakterien enthilt. 


Die Messung der Wuchsstoffwirkung erfolgt in einem Grundnihr- 
medium, dessen Zusammensetzung in Tab. I angegeben ist. Es besteht aus 
sechs verschiedenen Liésungen, die aus Griinden der Haltbarkeit einzeln 
angesetzt und sterilisiert werden: 1. Salzlésung, 2. Glucose, 3. Cystein, 
4. Aminosiiuren I, 5. Aminosiiuren II, 6. Bekannte Wuchsstoffe. Die Cystein- 
lésung wird jedesmal frisch aus Cysteinhydrochlorid bereitet, die Lésungen 3. 
bis 6. werden mit Natronlauge (Merck purum) auf py~6,0 eingestellt. Alle 
Lésungen sind in entsprechend konzentrierterer Form angesetzt und werden 
zusammen mit den Wuchsstoffpriparaten in solechen Mengen gegeben, da! 
nach Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen (6 cem) fiir den Einzelversuc!: 
die in der Tab. I angegebenen Konzentrationen resultieren. Von dem zu 
untersuchenden Wuchsstoffpriiparat wird eine Zweier-Potenzreihe angesetzt 
(5—15 Réhrehen, je nach dem Wirkungsbereich), alle iibrigen Wuchsstoffe 
werden in mindestens 2fach optimaier Konzentration gegeben. Nach '/, stiin 
diger Sterilisation im Dampftopf werden die Réhrchen mit einer Kultur des 
Standardstamms 10 S von Streptobacterium plantarum beimpft, die die 
meisten Ni&hr- und Wuchsstoffe in so geringer Menge enthalt, daB in der 
Kultur nur ein schwaches Wachstum méglich ist. Dann wird sofort und 
nach Uberfiihrung in einen Brutschrank von 25° (+1 in bestimmten 
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Tabelle I 


Grundmedium von Salzen, 


Nihr- 


fiir Milchsiurebakterien 


Das Wuchsstoffsystem der Milchsdiurebakterien 


und Wuchsstoffen 














Katalog Nr. . 
La Roche — 
(Werk Elberfeld). 








Substanz 


Konzentration 


im Versuch, g/cem 





. Salzlésung 


CH,COONH, . 
Na,HPO,-2H,O ... 
KH,PO, nach Sérensen. 
MgSO, : ae 
FeSO, -7H,O ... 
MnCl, -4H,O. . 


. Glucose... 
8. Cysteinhydrochlorid (py ~ 6,0) 


. AminosidiurenlI (pq ~ 6,0) 


06 i hea EO ee ecw wh 
Ai I BOO ke ke we ete 
Phenylalanind,l ..... oe 

bzw. Phenylalanin 1 (— hs Ce eS 
Valin d,1 - ‘ 

Leucin d, ah ae a ie ee at 
bzw. Leucin 1 (— a a aa 


Arginin 1(+). . — 
Asparaginsiiure dl; itn) , 
bzw. Asparaginsiure d,1. 
Glutaminsiure 1 (+) . 
Tryptophan 1(—) . 


Aminosiuren II (pq ~ 6,0) 


Isoleucin 1(+); d,l. . ; 
L ysindihydrochlorid l (++) , 
Prolin d,l; 1(—) . 
Oxyprolinl(—). . 
Histidinmonochlorid ‘d, 1: 
Tyrosinl(—). . 
Methionin djl. . . 


Seas , 


bekannte Wuchsstoffe (py ~ 6,0) 


Kreatin 
Uracil 
S-Alanin , 
\sparagin ] sind, . 
Aneurin (chloridhydrochlorid) 
Lactoflavin . ae Se 


Erklirung zu den Abkiirzungen in der ersten. Spalte: 
. — K = Kahlbaum — Sch = Schuchardt — H = Hoffmann 
FL = Fraenkel & Landau 


M 1116 
M 6580 
K 

M 5882 
M 8966 
M5926 


M 8341 
H 


Sch, FL 
Sch 
H 


Sch 
Sch (FL) 
Sch (FL) 








— 


6,42 - 107° 
1,25 - 1078 
0,83 - 10 3 
0,42 - 1078 
2,50 - 1075 
1,25-10 5 
2,0 +107? 
0,8 -10 * 
5,0 + 1074 
10 -10~4 
5,0 - 107 
2,0 + 107 
1,0 -10~* 
0,8 -10~* 
0,8 -10~* 
0,33-10 * 
1,0 -10~° 
0,4 -10~° 


M = Merck, 


— I.G. = I.G. Farbenindustrie 
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folgenden Angaben gemacht. Da dann ausschlieBlich die Acetonlésung yon 
Interesse ist und weiter verarbeitet wird, so braucht das Auswaschen des 
Riickstandes nicht so sorgfiltig zu erfolgen; man hére vielmehr auf, wen 
die Acetonlésung (Filtrat) 1 Liter betrigt. In diese Acetonlésung trigt map 
10 g Lithiumchlorid (fein zerrieben) ein und schiittelt etwa 30 Minuten lang, 
In dieser Zeit sind die Lithiumsalze der gesittigten Fettsiuren mitsamt dem 
plasmalogensauren Lithium ausgefillt. Man erkennt dies daran, daf die 
Acetonlésung keine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure mehr gibt. Da 
man mit der Acetonlésung selbst die Reaktion nicht vornehmen kann, wird 
sie in Form der ,,Filtrierpapierprobe“ ausgefiihrt. Zu diesem Zweck taucht 
man einen Streifen Filtrierpapier von der GréBe eines Reagenzpapiers 
etwas in die Acetonlésung ein, streift das Papier dann im Interesse einer 
méglichst gleichméBigen Imprignierung zwischen den Fingern ab, laBt dag 
Aceton verdunsten und bringt es zuerst in eine Liésung von HgC(l, und 
dann in fuchsinschweflige Siure. Stellt man diesen Versuch mit der u- 
behandelten Acetonlésung an, so firbt sich das Papier intensiv violett, 
nach Ausfillung mit Lithiumchlorid aber fallt die Reaktion negativ aus, 
Man filtriert jetzt von den Lithiumsalzen ab, suspendiert den Filter. 
riickstand in etwa 1 Liter Alkohol, der 0,5°/, Lithiumchlorid enthilt (hier. 
durch wird vermieden, daf die Lithiumsalze kolloidal in Lésung gehen) 
und kocht aus. Es erfolgt weiteres Auskochen mit Alkohol, und zwar 
solange, bis eine Probe des Filtrats mit dem mehrfachen Volumen ver- 
diinnter Schwefelsiiure versetzt, keine Triibung mehr gibt. Dann wird der 
Filterriickstand in Wasser eingetragen und mit Wasser solange aus- 
gewaschen, bis das Filtrat keine Reaktion mit Silbernitrat mebr gibt 
Endlich wird im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 5,1 g. 
Zum Schlu8 wird noch mit Benzol ausgekocht, das Benzol mit Aceton 
verdringt, und die Substanz getrocknet. Ausbeute 4,9 g. 

Bei der Beurteilung der Analysenwerte ist zu beriicksichtigen, dab 
das isolierte plasmalogensaure Lithium ein Restprodukt ist, und dab e 
wegen seiner Unléslichkeit in allen Lésungsmitteln auch nicht gereinigt 
werden konnte. AuBerdem enthilt es alle im Plasmal vorkommenden 
Aldehyde, einschlieBlich der noch nicht identifizierten. Zum Vergleich sind 
wir auf die Grenzwerte des Palmital- bzw. Stearal-haltizen plasmalogensauren 
Lithiums angewiesen. Die Substanz wurde im Vakuum iiber H,SO, ge- 
trocknet. 

4,948, 5,089 mg Subst.: 10,345, 10,660 mg CO,, 4,170, 4,270 mg H,0.—- 
13,848, 12,911 mg Subst.: 65,160, 61,700 mg Ammon. phos. molybdat. 

C,,H3;0,PLi, bzw. C,.,H,,0,PLi, 
Ber. © 56,183—58,04 H 9,18—9,52 P 7,64—7,15 
Gef. ,, 57,10, 57,15 ,, 9,44, 9,89 ,, 6,84, 6,95. 


Man sieht aus diesen Analysenwerten, da8 das plasmalogensaure Li 
noch mit einem P-freien Kérper verunreinigt war. 


G. Spaltung der Plasmalogensdure. Die Spaltung wurde mit ver 
diinnter Essigsiure ausgefiihrt. Um eine Polymerisation des Plasmals 
verhindern, wurde dieses ,,abgefangen“, indem der Essigsiiure gleich 
Thiosemicarbazid zugesetzt wurde. Es scheint, daB die Spaltung der 
Plasmalogensiiure viel triiger verliuft als die des Plasmalogens, und 
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die Geschwindigkeit der Spaltung abhingig ist von der Substitution an 
der Phosphorsiure. Bei der friiher mitgeteilten Methode zur quantitativen 
Bestimmung des Plasmals beispielsweise, bei der die Spaltung erstens durch 
die saure Reaktion der fuchsinschwefligen Siure erfolgt und zweitens noch 
durch HgCl, katalysiert werden kann, wird das Farbmaximum bei Plasma- 
logen schon nach wenigen Stunden, bei plasmalogensaurem Lithium jedoch 
erst nach 4 Tagen erreicht. Dies kann nicht an der Unldslichkeit des 
plasmalogensauren Li liegen, da dieses bei dem Ansatz in Eisesssig 
gelést wird. 

8,0 g plasmalogensaures Li wurde zwecks besserer Benetzung zuvor 
mit etwas Alkohol angefeuchtet, dann in 30 cem 5°/,iger Essigsiiure 
suspendiert (wobei sich die Substanz zu einem ziihen schleimigen Kleister 
lést) und 1,0 g Thiosemicarbazid zugesetzt. Die Spaltung erfolgte bei 50° 
im Thermostaten. Der Ansatz blieb versehentlich 1 Woche bei 50° stehen, 
so daB wir die erforderliche Minimalzeit fiir die Spaltung nicht an- 
geben kénnen. Mit fortschreitender Spaltung tritt eine Verfliissigung der 
Masse ein, wihrend sich gleichzeitig die Thiosemicarbazone bilden, die 
aber kolloidal in Lésung bleiben. Diese héchst unbequeme Neigung zur 
kolloidalen Lésung kann man beherrscheu, indem man die Lésung 
iiber KOH im Vakuum vollkommen eindunstet. 


a) Darstellung des ,,Leitkérpers“ (Thiosemicarbazon). Der 
trockne Riickstand wird fein zerrieben und mit Wasser extrahiert. Die 
Glycerinphosphorsdure befindet sich jetzt im Filtrat, wihrend der Filter- 
riickstand die Thiosemicarbazone enthilt. Diese werden im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet (2,0 g) und mehrmals mit je 40 cem Alkohol aus- 
gekocht. Hierbei gehen die Thiosemicarbazone in Lésung, wihrend Ver- 
unreinigungen (0,63 g) zuriickbleiben. Die alkoholische Liésung wird auf 
etwa 40 com eingeengt, worauf die Thiosemicarbazone des Palmitals und 
Stearals in charakteristischen kreidewei8en harten kugeligen Drusen aus- 
krystallisieren. Ausbeute: 1,1 g. Der Kérper kann durch Umkrystallisieren 
aus der Tfachen Menge Alkohol gereinigt werden.* 


b) Darstellung der Glycerinphosphorsiure. Das wiibrige 
Filtrat wird auf etwa 100 ccm eingeengt und mit Bleiacetat ausgefillt 
(das iiberschiissige Thiosemicarbazid ist mit Bleiacetat nicht fallbar), der 
Niederschlag an der Zentrifuge abgetrennt und mit Wasser ausgewaschen, 
bis dieses nicht mehr bitter nach Thiosemicarbazid schmeckt. Das Blei- 
salz wird mit H,S zersetzt, der Schwefelwasserstoff weggekocht, die Lésung 
mit Bariumhydroxyd alkalisch gemacht und das iiberschiissige Baryt mit 
CO, entfernt. Nach Auskochen und Einengen fallen weitere Mengen 
Bariumearbonat aus. Nach dem Abdampfen zur Trockne hinterbleiben 
115 g Rohprodukt von glycerinphosphorsaurem Ba. Dieses wird in be- 
kannter Weise durch Lisung in Wasser und Fallen mit Alkohol mehrfach 
gereinigt (Ausbeute 1,05 g). 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 120° getrocknet. 


5,088 mg Subst.: 2,280 mg CO,, 1,330 mg H,O. — 13,087 mg Subst.: 
87,670 mg Ammon. phos. molybdat. 
C,H,O,PBa Ber. C 11,71 H2,80 P 10,07 
Gef. ,, 12,05 y» 2,95 » 9,15. 










































944 R. Feulgen und Th. Bersin, 


ec) Trennung von a- und @-Glycerinphosphorsidure. Nach 
Karrer und Salomon®) wurden 1,00 g glycerinphosphorsaures Ba jp 
10 ccm Wasser gelést, dazu eine Lésung von 0,8 g Bariumnitrat in 10 een 
Wasser gegeben, und iiber Nacht stehen gelassen. Das abgeschiedene 
Doppelsalz des glycerin-f-phosphorsauren Ba wurde abgesaugt, mit 
4 cem eiskaltem Wasser nachgewaschen und getrocknet. Ausbeute an 
2C,H,O,PBa, Ba(NO,), 0,72 g. Dazu kommen noch 0,2 g, die sich in de 
Lésung befinden, so daB im ganzen 0,92 g Doppelsalz der §-Saure vor. 
liegen. Daraus ergeben sich 0,5 g oder 50°/, glycerin-f-phosphorsaures Ba, 


Anhang: Bemerkungen zur quantitativen Bestimmung des Plasmals 
in lipoiden Gemischen nach Feulgen und Grinberg 


1. Bei den oben mitgeteilten Arbeiten zur Aufklirung des 
Plasmalogens spielte naturgemaéB die quantitative Bestimmung 
des Plasmals in lipoiden Gemischen eine groBe Rolle. Eine 
solche wurde vor einiger Zeit von Feulgen und Grinberg’ 
angegeben. Hierbei wird die zu untersuchende lipoide Substam 
in der tausendfachen Menge Hisessig gelést, 1 com der Lésuy 
mit 10 ccm fuchsinschwefliger Saéure versetzt und nach Entwick 
lung des Farbstoffs mit 10 com Amylalkohol ausgeschiittelt. Die 
amylalkoholische Farbstofflésung wird dann im Stufenphotometer 
von Zeiss absolut colorimetriert. Es stellte sich nun heraw, 
daB, je reiner die Substanz wurde, um so gréfBer die Neigung des 
Plasmalogens war, beim Vermischen mit der fuchsinschwefligen 
Saiure grobflockig auszufallen. In solchen Fallen reagiert die 
fuchsinschweflige Siure nicht quantitativ durch, und man be 
kommt zu niedrige Werte. Diese Schwierigkeit kann vermiede 
“ werden, wenn man zur Lisung der Substanz nicht reinen Eisessig 
benutzt, sondern eine 1°/,,ige Lésung von plasmalogenfreiem 
Phosphatid in Kisessig. Das Phosphatid halt dann die lipoide 
Substanz so feindispers in Lésung, da® der Ansatz ganz klar er 
scheint. Ein bequem zugiingliches plasmalogenfreies Phosphatid ist 
das Lecithin aus Eigelb. Die darin vorhandenen Spuren Plasmalogen 
machen sich bei dem Ansatz nicht bemerkbar. Im Zweifelsfalle 
entscheidet ein blinder Versuch. Ein geeignetes Phosphatid kam 
mit folgender abgekiirzter Methode bequem dargestellt werden: 

Das Eigelb eines frischen Eies wird zuerst mit 20 cem Alkoho! in 
einem Becherglase gleichmiSig verriihrt, und dann unter Riihren 50 ccm 
Ather zugegeben. Man filtriert vom ausgefallenen Vitellin ab, wischt mit 
Ather nach, verdampft die Lésungsmittel auf dem elektrischen Wasserbad 
vollstindig und riihrt bzw. knetet den Riickstand mit Aceton durch, bis 


letzteres nichts mehr aufnimmt. Das Phosphatid wird im Vakuum ibe 
Schwefelsiure getrocknet. 




















































2. 
Durchs 
an Ace 
Faktor 

3. 
schiitte: 
eine ge 
waren 
ntrighi 
vorgesc 
enten ¢ 
Extinkt 
ist aber 
mur vol 
herausg 
iiberhat 
so dab 
sichtigt 
Versuck 
schluB 
stimmu! 
und abl 

Di 
Forsch 








e. Nach 
Ss Ba in 
Dn 10 cem 
schiedene 
ugt, mit 
beute an 
ch in der 
jure vor- 
aures Ba, 


Plasmals 


y 
> 


ung des 
immung 
. Hine 
n berg’) 
ubstanz 
Lésung 
intwick- 
It. Die 
tometer 
heraus, 
ung des 
vefligen 
ert die 
an be- 
"mieden 
Risessig 
nfreiem 
lipoide 
lar er- 
atid ist 
nalogen 
‘elsfalle 
d kann 
verden: 
cohol in 
50 ccm 
scht mit 
isserbad 


rch, bis 
m_ iiber 





245 


Zur Kenntnis des Plasmalogens 


2. Die Plasmalogene bzw. Acetalphosphatide enthalten im 
Durchschnitt 55°/, Plasmal. Daraus berechnet sich der Gehalt 
an Acetalphosphatiden, indem man den Plasmalgehalt mit dem 
Faktor 1,8 multipliziert. 

8, Es war friiher darauf hingewiesen worden, da8 beim Aus- 
schiitteln von fuchsinschwefliger Siure mit Amylalkohol immer 
eine geringe ,,Pseudofarbung“ des Amylalkohols eintritt, und es 
waren mehrere Methoden angegeben worden, wie man diese Un- 
mtriglichkeiten beherrschen kann. U.a. wurde als einfachstes 
vorgeschlagen, in einem blinden Versuch den Extinktionskoeffizi- 
enten der Pseudoreaktion zu ermitteln, und diesen dann von dem 
Extinktionskoeffizienten der Versuchslésung abzuziehen. Hierzu 
ist aber ein langeres Stehen erforderlich, um die Pseudoreaktion 
mr vollen Ausbildung gelangen zu lassen. Es hat sich nun 
herausgestellt, daB beim raschen Arbeiten die Pseudoreaktion 
iberhaupt nicht in merklicher Weise in die Erscheinung tritt, 
so daB unter dieser Bedingung die Pseudoreaktion nicht beriick- 
sichtigt zu werden braucht. Auch hier entscheidet der blinde 
Versuch, der iiber die Voraussetzungen zu dieser Arbeitsweise Auf- 
schlu8 gibt, einer Methode, die in der Tat die quantitative Be- 
stimmung des Plasmals in lipoiden Substanzen sehr vereinfachen 
und abkiirzen wiirde. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft ausgefihrt. 











































Das Wuchsstoffsystem der Milchséiurebakterien 
Von 
E. F. Moller 
Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1939) 





Fiir verschiedene Milchsiurebakterien ist auBer den bereits 
von Orla-Jensen’) und von Snell?) in ihrer chemischen Nato 
erkannten Nahr- und Wuchsstoffen Adermin (Vitamin B,) mm 
Wachstum unbedingt erforderlich §).' Es schien zunachst, daB dariiber 
hinaus nur ein Faktor, nimlich die von Snell?) weitgehend an. 
gereicherte, saure- und besonders alkaliempfindliche N-haltige Siure, 
erforderlich wire. Diese konnte kirzlich von Snell‘) — allerdings 
nur teilweise — durch das hoch gereinigte, aber noch amorphe 
Calciumsalz der Williamsschen Pantothensiure®) ersetzt werden, 
Ich habe nun gefunden, daB das von Snell als Aminosiurequelle 
angewandte Hydrolysat von Casein (nach O. Hammersten) noch 
betriichtliche Mengen weiterer Wuchsfaktoren fiir Milchséure 
bakterien enthilt. 


Die Messung der Wuchsstoffwirkung erfolgt in einem Grundnibr- 
medium, dessen Zusammensetzung in Tab.I angegeben ist. Es besteht aus 
sechs verschiedenen Lisungen, die aus Griinden der Haltbarkeit einzeln 
angesetzt und sterilisiert werden: 1. Salzlésung, 2. Glucose, 8. Cysteia, 
4, Aminosiuren I, 5. Aminosiduren II, 6. Bekannte Wuchsstoffe. Die Cystein- 
lésung wird jedesmal frisch aus Cysteinhydrochlorid bereitet, die Losungen3. 
bis 6. werden mit Natronlauge (Merck purum) auf py~6,0 eingestellt. Alle 
Lésungen sind in entsprechend konzentrierterer Form angesetzt und werden 
zusammen mit den Wuchsstoffpriparaten in solchen Mengen gegeben, dab 
nach Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen (6 ccm) fiir den Einzelversuch 
die in der Tab. I angegebenen Konzentrationen resultieren. Von dem 
untersuchenden Wuchsstoffpriparat wird eine Zweier-Potenzreihe angesettt 
(5—15 Réhrchen, je nach dem Wirkungsbereich), alle iibrigen Wuchsstofe 
werden in mindestens 2fach optimaler Konzentration gegeben. Nach '/,stiit- 
diger Sterilisation im Dampftopf werden die Réhrchen mit einer Kultur des 
Standardstamms 10 S von Streptobacterium plantarum beimpft, die die 
meisten Nihr- und Wuchsstoffe in so geringer Menge enthalt, daB in det 
Kultur nur ein schwaches Wachstum méglich ist. Dann wird sofort un 
nach Uberfiihrung in einen Brutschrank von 25° (+ 1% in  bestimmten 
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Tabelle I 


Das Wuchsstoffsystem der Milchsiurebakterien 


Grundmedium von Salzen, Nihr- und Wuchsstoffen 


fir Milchsiurebakterien 








Substanz 


Konzentration 
im Versuch, g/ccm 





_ 


™~ © Fo 


o 


. Salzlésung 
kk ew: Teh gee M 1116 
ORY): ® | M 6580 
KH,PO, nach SGrensen....... K 
CO eee ee M 5882 
OE ea ee M 8966 
ES re M 5926 
EIS 2h Sec Ue eyes sae ae ve a M 8841 


. Cysteinhydrochlorid (py~ 6,0) .. H 


. AminoséiurenI (py ~ 6,0) 

SE a ee er er eee M 

ui: SUSIE CC) H 

| a H 

‘ew. Phenylalaninl(—)........ Sch 

ND 6 Sa! Se car ge Sieh ea H 

0 Lr Sch 

bew. Leucinl(-—).........-.. M, Sch 

SNS) H 

Asparaginsiiure djl; 1(—) ....... H 

baw. Asparaginsiure djl. ....... Sch, FL 

Glutaminsiiurel(+).........-. Sch 

Tryptophanl(—-)........... H 

. Aminosduren II (py ~ 6,0) 

Isoleucin1 (+); dl. .......6.. H 

Lysindihydrochlorid1](+)....... Ss 

Oe SS H 

Se eae H 

Histidinmonochlorid d,l; 1(—) . .... H 

ara Sch 

ee H 

6. Bekannte Wuchsstoffe (pq ~ 6,0) 

ES gs oR ce te ve Sch 

Rg a Lt ie Sch (FL) 

I ahi) 852 we gi dg wipe Sch (FL) 

eee eee H 

Aneurin (chloridhydrochlorid) . ... . LG 
aa are LG 





——_— 





6,42 - 10-3 
1,25 + 10-3 
0,88 - 1078 
0,42 - 10-8 
2,50 - 10-5 
1,25 - 1075 


2,0 - 10-2 
0,8 + 1074 


5,0 + 107+ 


1,0 - 10-4 


5,0 - 107¢ 


2,0 + 1074 
1,0 - 10-4 
0,8 - 10—4 


0,8 +1074 


0,33 - 107¢ 


1,0 - 10-8 
0,4 +1078 


Erklirung zu den Abkiirzungen in der ersten Spalte: M = Merck, 


Katalog Nr.... — K = Kahlbaum — Sch = Schuchardt — H = Hoffmann 
la Roche — FL = Fraenkel & Landau — I.G. = I.G.Farbenindustrie 
(Werk Elberfeld). 
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Zeitabstinden die Triibung im lichtelektrischen Colorimeter von Lange} 
bestimmt. In den meisten Fiillen geniigt die Anwendung von gewéhnliche, 
Reagenzglisern, von denen vorher diejenigen ausgeschieden worden sind, 
die bei Messung der Extinktion von verschieden konzentrierten Farhstof. 
lésungen zu groBe Abweichungen ergeben. Wenn das Wachstum nach 
etwa 4 Tagen seinen Endwert erreicht hat, wird (zur Kontrolle) der Pu: Wert, 
der unter den vorliegenden Bedingungen ebenfalls ein MaB fiir das Wachstun 
darstellt, mit der Chinhydronelektrode und dem Ionometer von Lautep. 
schliger bestimmt. 





1500 
9 So Bei Anwendung des in Tab. I an. 
gegebenen Grundmediums unter Zu. 
/._-| satz von Vitamin B, - hydrochlorid 
tees (2y/ccm) ergab die Fraktioniermg 
des Wuchsstoffgemisches bisher drei 
Fraktionen: F, G und H. 


1250}- 






450514 -| 


t nee ol Die Anreicherung des Faktors F, 
*— -50 20 « . . 

Bass der zum Wachstum unerliBlich ist 

ty / | fihrte R. Kuhn und Th. Wieland bis 

+ r00 | jetzt zu einem Priparat, das in einer 

' 600 + Konzentration von 0,2 y/ccm optimal 


wirksam ist. Bereits durch 1/, stiindiges 
Kochen mit n/1-Natronlauge odern/1- 
Schwefelsiure wird die Wirksamkeit 
vollig vernichtet. Vermutlich enthilt 
F als wirksamen Bestandteil Panto- 














100 thensiure*), 
= Der Faktor G kommt in manchen 
Qt G2 Q+ 68 16 ccem/6cem ‘ aA - 7 
Fig. 1 Ausgangsmaterialien nur in geringer 


Existenz des G-Faktors. 
Wirkung von 2 Aufarbeitungsstufen 
(SO 20, SO 51 A) des F-Faktors (Pri- 
parat SO 1).auf die Zellvermehrung 
von Sbm plant. (Stamm 10 8) nach 
4 Tagen (25°) (E= Extinktionswerte) 


Konzentration vor und wird bei Aut- 
arbeitung der anderen Wuchsstolle 
schon in den allerersten Stufen ab- 
getrennt (R. Kuhn und K. Schwary, 





Uber seine Natur laBt sich noch 
nichts aussagen. Seine unbedingte Notwendigkeit ist nicht er- 
wiesen; die G-Wirkung wird dadurch definiert, daB die durch 
alle ibrigen Faktoren erzielbaren End werte nochmals um 50‘), 
gesteigert werden (Fig. 1). 


*) Zu beziehen durch die Firma Dr. B. Lange, Berlin-Dahlem, Gary- 
straBe 45—47. 
**) Der Wirkungsbereich eines 80°/,igen Pantothensdurepriparats 
streckte sich bei Streptobacterium casei nach Snell‘) von 2+10 
bis 3 - 10~® g/eem. 
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Wie in einem Vortrag auf der Tagung der Siidwestdeutschen 
und Schweizer Physiologen®) schon erwahnt, lieB sich der Faktor H 
in mindestens 2 Komponenten aufspalten, von denen die eine auf 
Grund der teilweisen Wirksamkeit*) (25—100 SE/ccm) eines weit 
gereinigten Biotinkonzentrats (Nr. 74 der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Elberfeld) mit Biotin identisch sein konnte. Die niahere 
Analyse hat inzwischen ergeben, daB sich H vollstindig ersetzen 
lift durch Biotinkonzentrat, Nicotinsiure*™*) und einen un- 
bekannten Faktor (H’), der auch in den G-Priparaten ent- 
halten ist. In Abwesenheit von Biotinkonzentrat tritt iberhaupt 
kein Wachstum auf, wihrend Nicotinsiure eine mittlere, H’ eine 
awa 100°/,ige Zuwachswirkung zeigt. 

Mit krystallisiertem Biotinmethylester von Herrn Prof. F. Kégl 
konnte ich die Wirksamkeit des Biotins einwandfrei feststellen. 
Die optimale Dosis des krystallisierten Biotinmethylesters lag 
aber erstaunlicherweise noch etwa 4mal héher als die an sich 
schon nicht geringe Dosis von Biotin in Form des Konzentrats. 
Auch die Streuung der Werte, zumal in unteroptimalen Dosen, 
die schon beim Konzentrat anormal gro8 war, zeigt sich beim 
reinen Ester in erheblich verstarktem MaBe. Ich dachte zunichst 
an die Notwendigkeit einer ,,biotinsparenden Komponente“; die 
Erscheinung einer ,, Wuchsstoffsparung“ wurde bereits von Kégl und 
van Wagtendonk’) bei Staphylococcus pyogenes aureus beobachtet: 
In Anwesenheit von Biotinmethylester erniedrigten sich die opti- 
malen Dosen von Nicotinséure und Aneurin auf etwa den 10.Teil. 
Bei den Milchsiurebakterien lieBen sich jedoch fiir einen Effekt 
dieser Art keine experimentellen Beweise erbringen und, es lag 
nahe, schwere Spaltbarkeit des Esters durch das Bakterium an- 
munehmen. In der Tat zeigten die Wachstumskurven nach 
‘, stindiger Verseifung des Esters mit 0,25n-Schwefelsaiure ein 
ganz anderes Bild (vgl. Fig. 2). 

Die unteroptimalen Werte wiesen geringere Streuungen auf, 
die gerade nachweisbaren Mengen lagen schon bei etwa 1 SE/ccm 
uid die optimale Wirksamkeit wurde zwischen 13 und 26 SE/ccm 
erreicht. Dieser Wert schlieBt sich gut demjenigen von Nilsson 


*) Die Wirksamkeit von Biotinpriparaten wird nach F.Kégl u. 
-* Ténnis*) in Saccharomyces-Einheiten (SE) ausgedriickt. 1 SE = */,, 9 va 
iotin. 
*) Der Wuchstoffcharakter von Nicotinsdure wurde bereits von Snell‘) 
fiir Streptobacterium casei und Betacoccus arabinosaceus erwiesen (optimale 
Konzentration etwa 10—° g/ccm). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 17 
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und Mitarbeitern®) an, die fiir Bacterium radicicola — allerdings 
mit Biotinmethylester — bei etwa 12,5 SE/ccm optimales Wachstum 
fanden. Es handelt sich also offenbar bei Bacterium radicicolg 
um ein Bakterium, das wie die Hefe [Sacch. cerevisiae, Rasse M') 
befahigt ist, den Ester zu verseifen. In diesem Zusammenhang 
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©——@® Wirkung von Biotinmethylester 
te—l[] - » verseiftem Biotinmethylester 
j/— ,, Biotinkonzentrat 
x——x - »» verseiftem Biotinkonzentrat 
%—_* 9 »» H-Komplex (Th 00300) 


im G- und H’-freien System auf Wachstum und Sduerung von Sbm plant. (Stamm 10 §) 
nach 4 Tagen 


fallt es auf, daB die in der eben erwahnten Arbeit von Kégl 
und van Wagtendonk") benétigte Konzentration an Biotin 
methylester 0,005 7/ccm betragt, das sind 125 SE/ccm. Ich halte 
es deshalb auf Grund meiner Ergebnisse fiir sehr wahrscheinlich, 
daB Staphylococcus pyogenes aureus, wie auch Streptobacterium 
plantarum (108), nicht befahigt ist, Biotinmethylester ohne weiteres 
zu spalten. 

Da auf gleiche SE-Einheiten bezogen das Biotinkonzentrat 
weniger wirksam war als der verseifte krystallisierte Biotinmethylester, 
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habe ich auch das Biotinkonzentrat einer Hydrolyse unter- 
yorfen. Die Kurve in Fig. 2 zeigt, daB auch hier eine Wirkungs- 
steigerung auftritt, besonders in den unteroptimalen Werten. Die 
Kurve liegt aber allgemein héher als diejenige des reinen Biotins. 
Da diese Ergebnisse in einem H’-freien System erhalten wurden, 
so ist anzunehmen, daB das Biotinkonzentrat noch geringe Mengen 
ron H’ enthalt. Im unverseiften Konzentrat muB aber H’ in 
einer unwirksamen Form vorliegen, die dann erst durch die Be- 
handlung mit verdiinnter Schwefelsiure aktiv wird; denn die 
Tribungswerte am Optimum fallen beim unbehandelten Konzentrat 
mit denen von Biotin und Biotinmethylester zusammen. 
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Fig. 3a Fig. 3 
Fig. 3a. Wirkung von Nicotins&ure, Inosit und Cozymase 
im G- und H’-freien System auf die Zellvermehrung von Sbm plant. (Stamm 10 §) 
nach 4 Tagen 
x—-x Nicotinsiure(+opt.Adenin) ——> Inosit (+ opt.Adenin) @©—© Cozymase 


Fig.3. Wirkung von Nicotinsiure und Adenin 
im G- und H’-freien System auf die Zellvermehrung von Sbm plant. (Stamm 10 §) 
nach 4 Tagen 
\—\  Adenin x——x Nicotinsiure 
©—© Adenin (+ opt. Nicotinsiure) (J—2] Nicotinsiure (+ opt. Adenin) 


Die Faktoren F, G und H’ lieBen sich durch bekannte 
Substanzen bisher nicht ersetzen. Untersucht wurden: Hiamatin, 
Ergosterin, Ostron, Indol-3-essigsiure, Indol-3-propionsiure, Quer- 
cetin, Morin, Maclurin, rac.-Threonin, Ergothionein, rac.-Oxy- 
glutaminsiure, Pimelinsiure, Allantoin, Guanopterin, Xantho- 
pterin, Erythropterin und m-Inosit. Diese Substanzen wurden 
Vielfach in einem groBen Konzentrationsberéich gepriift und 
auberdem noch in einer groBen Zahl von Kombinationen gegeben. 

Eine weitere Komponente, die Nicotinsdure, soll nun zu- 
sammen mit dem Adenin behandelt werden, da beide als Teile 
der Cozymase biochemisch zusammengehiren. In den Fig. 3 
und 3a sind Versuche dieser Art wiedergegeben. 

Ks muB hier erwihnt werden, daB das Wachstum ohne 
Adenin oder Nicotinséure oder ohne die beiden Verbindungen 
17* 
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zusammen starken Schwankungen unterworfen war, so daB die 
Feststellung der Optimalwerte auf gewisse Schwierigkeiten stief, 
Einerseits habe ich den Hindruck, daB die Notwendigkeit dieser 
Substanzen von der Temperatur abhangig ist*). Zum anderen 
mag daran Schuld sein, daf die Versuche in einem H’-freien 
System durchgefiihrt werden muBten, da noch keine ,,katalytisch 
reinen“ H’-Fraktionen zur Verfiigung stehen. Ich konnte hinutig 
die Beobachtung machen, da8 in solchen unvollstindigen Systemen 
die Schwankungen ganz erhebliche Werte erreichen. 

Ein Ersatz von Adenin (Hoffmann-La Roche) war bisher nu 
darch Guanin (altes Praparat der Firma E. Merck, Darmstadt) 
moglich, nicht aber durch Xanthin, Hypoxanthin und verschiedene 
Pyrimidine. Uber die Ersetzbarkeit der Nicotinsiure (Frinkd 
& Landau) sind die Untersuchungen eben erst aufgenommen 
worden; es diirfte von Interesse sein, daB sich dieses Pyridin- 
derivat (optimale Wirksamkeit ~ 10~’ g/ccm) durch m-Inosit 
(Hoffmann-La Roche) ersetzen lieB, jedoch gréBenordnungsmibig 
erst in etwa 1000fach héherer Konzentration (Fig. 3a). Adenin 
und Nicotinsiure zusammen konnten schlieBlich durch reinste 
Cozymase (Ohlmeyer) mit der optimalen Konzentration vo 
etwa 10~* g/ccm ersetzt werden. Dies weist darauf hin, dab die 
Bakterien aus den beiden Substanzen Cozymase synthetisieren, 
deren Notwendigkeit bei dem regen Stoffwechsel der Bakterien 
auf der Hand liegt. DaB héhere Konzentrationen von Adenin 
(und auch von Cozymase) als von Nicotinsiure bendtigt werden, 
haingt z. T. vielleicht damit zusammen, daB noch andere 
Dinucleotide — man kénnte in diesem Zusammenhang besonders 
an Flavin- und vielleicht auch Adermin-Nucleotide denken — 
fir den enzymatischen Stoffwechsel nétig sind. 

Uber die Spezifitit des Adermins sind inzwischen szabl- 
reiche Beobachtungen gesammelt worden, auf die teilweise schon 
in dem bereits erwibhnten Vortrage*) naher eingegangen wurde 
Die Gleichheit der Wuchsstoffwirkungen von natiirlichem und 
synthetischem Vitamin B,*) wurde bereits verdéffentlicht. Die 
Vitaminbase und das Chlorhydrat wirken in iquimolaren Lésungen 
vollig gleichartig mit der optimalen Konzentration von 10~¢g/ccm. 
Hin Praparat von B,-Methylather zeigte jedoch erst in etwa 500 facher 
Konzentration optimale Wirkung (vgl. Fig. 4), was dem chemisch 


*) Zu der Zeit nimlich, als die Versuche ausgefiihrt wurden, wechselten 
die AuBentemperaturen so erheblich, daB der Thermostat diesen Schwat- 
kungen nicht mehr gewachsen war. 
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md dem im Rattenversuch bestimmten Wert an freiem Adermin 
(~0,2°/,) entsprach. Interessant sind die Ergebnisse, wenn man 
dem Vitamin zuerst die OH-Gruppe in 5-Stellung entzieht. Das 
4-Desoxyadermin wirkt erst in 50facher Konzentration mit einem 
ey das nur 30—40°/, des mit B, erreichten Optimums 
betrigt®). Das 4,5-Bisdesoxyadermin schlieBlich ist bereits in 
Konzentrationen bis zu 5007/ccm villig wirkungslos. Die Spezi- 
ftit des Adermins im Baktcrientest ist also sehr betrichtlich, 
und es ist zu erwarten, daB sich andere Pyridinderivate erst 
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Fig. 4 
Wirkung von B, und B,-ahnlichen Produkten 
auf die Zellvermehrung von Sbm plant. (Stamm 10S) nach 2 Tagen (25°) 


recht als inaktiv erweisen werden. Im Konzentrationsbereich 
von 10~* bis 2,5-10—4 g/ccm sind véllig wirkungslos: «-Oxypyridin, 
f-Oxypyridin, 2-Methyl-5-aminopyridin, f-Aminopyridin, Nicotin- 
siure, Nicotinsiureamid, «-Azetonicotinsiure, 6-Methylnicotinsaure, 
2,4,5-Trimethylnicotinsiure und reinste Cozymase; desgleichen 
im Konzentrationsbereich von 1,6-10—° bis 2,5 - 10-4 g/ccm: 2,6-Di- 
methyl-4-oxypyridin, 6-Methyl-2,4-dioxypyridin, 5-Aminopyridin- 
2,3-dicarbonsiure, #-Oxychinolin, 6-Aminochinolin und 2-Methyl- 
4-oxo, 6-oxy, N-oxyathyl-dihydropyridin. Es soll nicht unerwahnt 
bleiben, daB auch die Priifung der Pyridinderivate in einem nicht 
optimalen Medium durchgefiihrt werden mufte, um ausreichende 
B,-Freiheit zu gewihrleisten. 

Die fiir den Standardstamm 10S von Bacterium acetylcholini 
[Keil!)] erhaltenen Ergebnisse sind nun abschlieBend in Tab. II 
usammengefaBt. Darin sind auch einige Befunde aufgenommen, 
die ich mit Herrn H. Hiibschmann erhalten habe, und die 
dieser bereits in einem Vortrag®) auf der erwihnten Physiologen- 
tagung mitteilte. Fiir andere Milchsiurebakterien ist das in Tab.I 
angegebene Grundmedium in vielen Fallen noch nicht so genau 
differenziert worden wie fir den Stamm 108, ferner ist auch die 
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Notwendigkeit simtlicher Wuchsstoffe fiir diese Bakterien noch 
nicht geklirt*). Jedenfalls wachsen in diesem Medium unter 
Jusatz der fiir den Standardstamm erforderlichen Wuchsstoffe 
folgende Milchsiurebakterienstamme '): 


Streptobacterium plantarum P,, (Originalstamm Orla-Jensen) 

Bacterium acetylcholini (Keil): Stimme Si,, Si,, Si,, Si,, 
Si,, Si,,, Si,,, Fisch. 

Bacterium cucumeris fermentati B, } (Originalstamme 

Bacterium utile B, ......... Henneberg), 

Bacterium lactis acidi (Leichmann) B,, 

Betacoccus arabinosaceus (Orla-Jensen) Ar (?), 

Streptococcus lactis M,, (Stamm Demeter), 

Einige verwandte Stimme aus Pflanzen, Menschen- und 
Kuhkot Pf,,, St,,;, KK IV. 


Interessanterweise ist der nichste Verwandte des Strepto- 
bacterium plantarum, das Streptobacterium casei (Orla-Jensen), 
nicht in der Lage, in diesem System zu wachsen; drei mir zur 
Verfiigung stehende Stamme (C,, C,, C,,) bendtigten noch einen 
,casei-Faktor“, der in Bierhefe und Siugetierleber besonders 
reichlich enthalten ist. Auch die Thermobakterien, sowie viele 
Enterokokken und das Bacterium acidophilum sind in. ihren 
Wuchs- und Nihrstoffverhaltnissen offenbar andersartig, vielleicht 
noch komplizierter 2%), 


Zum Schlu8 méchte ich nicht verfehlen, meinen Dank auszusprechen: 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Fachsparte Landbauwissen- 
schaft, fiir ein Stipendium, sachliche Beihilfen und die Bezahlung einer 
technischen Hilfskraft; Herrn Prof. Dr. Richard Kuhn und Mitarbeitern 
fir die Uberlassung vieler Priparate, besonders der Pyridinderivate und von 
Biotin; Herrn Prof. Dr. Schépf fir die Pterine; Herrn Dr. Martius fir 
Oxyglutaminsiiure; den Herren Prof. Dr. Orla-Jensen, Prof. Dr. Demeter 
und Prof. Dr. Fink fiir verschiedene Bakterienstiimme; ferner Frl. Dr. Edith 
ae Frl. Ruth Behnken und Fri. Johanna Weigelt fiir technische 

itarbeit. 
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*) Die Notwendigkeit von Adermin‘’), des Faktors F und des H-Kom- 
plexes ist jedoch bereits fiir die anschlieBend im Text genannten Stimme 
erwiesen. Biotin ist bei fast allen Stimmen unbedingt erforderlich. 
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Uber die Polyenpigmente 
der Blaualge Aphanizomenon flos-aquae. IT 
(Carotinoide der SiiBwasseralgen, VII. Teil) 
Von 
Josef Tischer 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1939) 








In Aphanizomenon flos-aquae hat der Verfasser die vier 
neuen Carotinoide Aphanin, Aphanicin, Aphanizophyll und 
Flavacin aufgefunden?). Trotzdem nur sehr geringe Substanz- 
mengen zur Verfiigung standen, lieferte die weitere Untersuchung 
der drei erstgenannten Carotinoide Ergebnisse, die zur Aufklarung 
ihrer Konstitution beitragen. Fiir Aphanin konnte die Konstitution 
sogar weitgehend sichergestellt werden. 

Aphanin, das nach 7maligem Umkrystallisieren aus Benzol— 
Methanol bei 176° schmolz, zeigte nach neuerlichem, wiederholtem 
Unkrystallisieren aus der gleichen Lésung immer wieder denselben 
Schmelzpunkt. Das aus Benzol—Benzingemisch krystallisierte Pig- 
ment ergab jedoch einen um 4° héheren Schmelzpunkt, der bei 
180° (korr.) konstant blieb. Trotz dieser Schmelzpunktserhéhung 
lieferte eine neuerliche Elementaranalyse die gleichen Werte wie 
friher. Das bei 180° schmelzende Aphanin enthilt 86,99°/, C 
und 9,70°/, H, wihrend bei der Analyse der um 4° tiefer schmel- 
rendén Substanz 87,00°/, C und 9,77°/, H gefunden wurden. Unter 
Beriicksichtigung der friher') mitgeteilten Molekulargewichts- 
Bestimmungen, deren Mittelwert 548 betrug, lassen sich die an- 
gefihrten Zahlen am besten mit der Molekularformel C,,H,,0 in 
Hinklang bringen. 

Durch die Darstellung eines Oxims konnte nunmebr bewiesen 
werden, daB der Sauerstoff des Aphanins einer Carbonylgruppe an- 
gehort, Aphaninoxim krystallisiert in metallisch-glinzenden 





’) Diese Z. 251, 109 (1938). 
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Blattchen, es besitzt etwa die Farbe des #-Carotins und schmilz 
bei 208° (korr.), somit um 28° héher als Aphanin. Die Analyse 
des Oxims ergab die erwarteten Werte, 85,07°/, C, 9,70°/, H und 
2,53°/, N, entsprechend der Zusammensetzung C,,H,,ON. Aus der 
Feststellung, da8 das Spektrum des Aphaninoxims in verschiedenen 
Lésungsmitteln nicht oder nur unwesentlich von dem des Aphanins 
verschieden ist, wie auch aus der gleichen Farbung des Pigmentes 
in petrolitherischer oder alkoholischer Lésung 1a8t sich folgem, 
daB die Carbonylgruppe des Aphanins mit seiner Polyenkette 
nicht in Konjugation steht’), Die nach Vorschaltung eines 
Kupferoxydammoniak-Filters gemessenen Spektra des Oxims sind 
denen des Aphanins in Tab. I gegenibergestellt. Demnach weist 
das Oxim das gleiche eigenartige Spektrum wie das Aphanin auf: 





























Tabelle I 
Aphaninoxim Aphanin 
Lésungemittel Abs.-Bezirk | Maxima | Abs.-Bezirk Maxima 

uy ue uu Be 
Schwefelkohlenstoff . 475—545 | 580 492 | 475—555 | 5338,5 494 
Chloroform. .... 455—520 504 472 455—520 (504 474 
menEOl., . . 2... 455—520 505 472 455—520 |505 472 
Benzin (70—80") .. 445—510 494 459 445—510 | 494 460 (432) 
eyrigin .. .... 460—525 509 477 460—525 | 507,5 477 
Methanol. ..... 445—505 491 457 445—505 | 491,5 457 


einen breiten Absorptionsbezirk, aus dem 2 Maxima hervortreten. 
Das seinerzeit') mit dem GittermeBspektroskop nach Liéwe- 
Schumm ermittelte Aphaninspektrum wurde inzwischen auch 
von Herrn Dr. Wagner im Institut des Herrn Prof. Scheunert, 
Leipzig, durch eine spektrophotographische Aufnahme bestatigt', 
Die Grenzen des breiten Absorptionsbandes wurden dabei fir das 
in Normalbenzin (Merck) geliste Pigment (Schmelzp. 180° bei 
4450—5100 A, die optischen Schwerpunkte der Maxima bei 4940 
und 4600 A festgestellt. Aphaninoxim lat im GittermeBspektr- 
skop die optischen Schwerpunkte seiner Absorptionsbanden deut- 
licher hervortreten als Aphanin, so daB sein Spektrum als aus- 
gesprochen 2bandig bezeichnet werden kann, doch ist die Be 


*) Kuhn u. Brockmann, Ber. chem. Ges. 65, 894 (1932); Kuhn 
u. Grundmann, Ebenda 65, 898 (1932); Kuhn u. Brockmann, Ebenda 
66, 828 (1933); Zechmeister, Carotinoide, Berlin, Jul. Springer 1984, 5.66. 
8) Beiden Herren danke ich aufrichtig fiir die Aufnahme des Spektrums. 
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grenzung des breiten Absorptionsbandes weniger deutlich und 
deshalb nicht véllig scharf ermittelbar. 

Beim Verteilungsversuch mit 90°/,igem Methane! verhilt sich 
Aphaninoxim epiphasisch, die Alkoholphase wird dabei kaum merk- 
lich angefirbt. Dagegen nimmt 95°/,iges Methanol etwas mehr 
yon dem Farbstoff auf. 


Eine Chloroformlésung des Aphaninoxims gibt die folgenden von 
Aphanin verschiedenen Farbenreaktionen: Mit konzentrierter Schwefel- 
siure durchgeschiittelt firbt sich die Siéiure allmihlich blau, wihrend 
sich die Chloroformlésung weinrot —_» braunrot —_» schwach violett —_» 
schwach blau verfirbt und schlieBlich verblaBt. Mit 1 Tropfen konzen- 
trierter Salpetersiiure firbt sich die Lésung weinrot —_» griin und verblaBt. 
Mit konzentrierter Salzsiure, Trichloressigsiiure oder Antimontrichlorid in 
Chloroform wie auch mit Arsentrichlorid treten weinrote Farben auf. — 
Setzt man zu der gelben ditherischen Lésung des Oxims 380°/,ige Salzsiure, 
80 firbt sich die Saéure schwach briunlich und die itherische Lésung 
orange. Mit Antimontrichlorid wird die dtherische Lésung rétlich-braun. — 
Eine Benzinlésung des Oxims firbt sich auf Zusatz konzentrierter 
Schwefelsiure rot —_»> orange ——» violett —_» blau. Die blaue Farbe 
wird nur langsam bei 6fterem Schiitteln von der Siure aufgenommen. 
Beim Unterschichten mit konzentrierter Salpetersiure nimmt die Benzin- 
lisung zunichst eine braune, dann eine schwach griine Firbung an und 
wird bald entfarbt. Auf Zusatz konzentrierter Salzsiure wird die Lésung 
orange —_» rot ——» braun; bei lingerem Schiitteln scheiden sich an der 
Beriihrungszone der beiden Schichten violette Flocken aus. 
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Katalytische Hydrierungen von Aphanin und Aphanicin nach Kuhn 


Der Priifung der Frage, ob sich das Aphanin, wie urspriinglich 
Yemutet wurde, vom y-Carotin ableitet, diente eine Isopropyliden- 
gtuppen-Bestimmung, die Herr Dr. K. Wallenfels, Heidelberg, 
ausgefihrt hat, die aber negativ ausfiel. Demnach kann dem 
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Aphanin nicht die y-Carotinformel zugrunde gelegt werden. Der 
bei dieser Priifung beobachtete geringe Jodverbrauch wird auch 
von anderen Autoren‘) fiir Carotinoide (Astacin, Rhodoxanthin, 
Azafrin, Kryptoxanthin und Capsanthin) angegeben, die frei yon 
Isopropylidengruppen sind. 


Auf Grund einer von Herrn Professor R. Kuhn, Heidelberg’) 
nach seiner Methode vorgenommenen katalytischen Mikrohydrierung 
enthalt das Aphaninmolekiil 12 Doppelbindungen, von denen eine, 
wie aus dem Verlauf der Hydrierungskurve in der vorstehenden 
Figur zu erkennen ist, der Carbonylgruppe angehdrt. 


Zufolge einer eingehenden Priifung im Tierversuch, die Herr 
Prof. Scheunert in dankenswerter Weise im Veterinar-Physio- 
logischen Institut der Universitit Leipzig vornahm und iber die 
er in der anschlieBenden Mitteilung (S. 272) berichtet, besitzt das 
Aphanin eine ausgesprochene Vitamin A-Wirkung, die etwa halb 
so stark ist wie die des #-Carotins. Das f-Carotin, das als 
Vergleichssubstanz bei diesen Versuchen diente, stammte ebenfalls 
aus Aphanizomenon flos-aquae; es war, wie friiher') beschrieben, 
wiederholt an Aluminiumoxyd und an Calciumhydroxyd adsorbiert 
worden und auf das sorgfaltigste von «-Carotin und anderen 
Begleitstoffen befreit worden. Sein Schmelzpunkt lag bei 184° 
(korr.). Bei der Elementaranalyse lieferte es die dort angegebenen 
Werte. Das unter Benzol—Methanol im Kihlschrank aufbewahrte 
Pigment wurde vor Beginn der Tierversuche nochmals aus Benzin 
umkrystallisiert. 

Durch Reduktion des Aphanins mit Aluminium—Isopropylat 
wurde Aphanol erhalten. Dieses zeigt in Benzin ein zweli-, 
vielleicht sogar ein dreibandiges Spektrum. Line sichere Ent- 
scheidung war wegen Materialmangels nicht méglich, denn der 
Reduktionsversuch konnte nur mit dem in den Mautterlaugen 
verbliebenen Pigment vorgenommen und das Aphanol infolgedessen 
nicht in krystallisierter Form erhalten werden. Das zur Reduk- 
tion verwendete Aphanin war jedoch chromatographisch einheitlich. 
Bei der Adsorption des Reduktionsproduktes an Aluminiumoxyd 


‘) Kuhn, Lederer u. Deutsch, Diese Z. 220, 283 (1933); Kuhn 
u. Brockmann, Ber. chem. Ges. 66, 888 (1933); Kuhn u. Deutsch, 
Ebenda 66, 889 (1933); Kuhn u. Grundmann, Ebenda 66, 1750 (1933); 
Zechmeister u. v. Cholnoky, Liebigs Ann. 516, 88 (1935). 

5) Herrn Professor Kuhn danke ich auch an dieser Stelle aufrichtig 
fiir die Durchfiihrung dieser Bestimmung. 
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wurden dagegen mehrere Zonen ausgebildet, von denen eine das 
§-Carotin- (Kryptoxanthin-) Spektrum erkennen lieB. Die Ursache 
fir das Auftreten mehrerer Reduktionsprodukte diirfte hier eine 
iibermiBig lange Kinwirkungsdauer des Reduktionsmittels bilden. 
Auch andere Autoren*) haben bei der Adsorption der Reduktions- 
produkte von Carotinoidketonen das Zustandekommen mehrerer 
Yonen beobachtet. Angaben iiber die Spektra der in den ein- 
zlnen Zonen enthaltenen Stoffe enthalt der experimentelle Teil. 


Zur Konstitution. Aus der biologischen Wirksamkeit des 
Aphanins, die etwa die Hilfte der Vitamin A- Wirkung des #-Carotins 
ausmacht, laBt sich die strukturchemische Folgerung ziehen, daB 
eine Molekiilhalfte des Aphanins den gleichen Aufbau besitzt, 
wie im $-Carotin bzw. Axerophtol. Aber auch die andere Molekil- 
hilfte kann nur wieder mit einem durch eine Carbonylgruppe 
substituierten f-Jonouring verbunden sein. Denn die optische 
Inaktivitit des Pigmentes, das in Anisol keine Drehung der 
Polarisationsebene bei einer mikropolarimetrischen Bestimmung 
erkennen lieB, schlieBt einen «-Jononring aus. Auch scheidet 
trotz einer gewissen Verwandtschaft der Spektren, entgegen der 
friiher') geiuBerten Vermutung die y-Carotinformel fiir eine Dis- 
kussion der Struktur des Aphaninmolekiils aus, da das Vorhanden- 
sein einer Isopropylidenpruppe nicht bestitigt werden konnte und 
da ferner auch der Nachweis von nur 12 Doppelbindungen ein- 
schlieblich der Carbonylgruppe diese Méglichkeit ausschlieBt. Die 
Verschiebung der optischen Schwerpunkte nach dem roten Teil 
des Spektrums auf den Platz, wo sie etwa im y-Carotin liegen, 
diirfte durch die Carbonylgruppe verursacht werden, da bei ihrer 
Reduktion Stoffe auftreten, deren Spektren nach dem kurzwelligen 
Teil verschoben sind. Alle experimentellen Ergebnisse lassen sich 
dagegen mit der f-Carotinformel als Basis des Aphaninmolekiils 
vereinbaren. Die Stellungen 2 oder 3 fir das Carbonyl, wie sie 
fir Capsanthin oder f-Semicarotinon festgestellt wurden, stehen 
mit dem spektralen Verhalten des Aphanins im Widerspruch und 
wirden auch mit der Zahl der konjugierten Doppelbindungen 
ticht vereinbar sein. Die Stelle 4 im f-Jononring kommt fir die 
(0-Gruppe deshalb nicht in Betracht, weil diese infolge der Identitit 
der Spektren des Aphanins und seines Oxims und infolge der 
gleichen Farbung der Aphaninlésungen in Benzin und in Alkohol 





) Karrer u. Solmssen, Helvet. chim. Acta 18, 477 (1985); Karrer 
u Hiibner, Ebenda 19, 474 (1986). 
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nicht mit der Polyenkette konjugiert sein kann. Sonach bleiben 
fir die Ketogruppe nur noch die Stellungen 5 oder 6 trig 
Zugunsten der Stellung 5 spricht die auf Grund des spektralen 
Verhaltens wahrscheinliche Identitat des Aphanols mit Krypto. 
xanthin (5-Oxy-f-Carotin). Das 5-Keto-@-Carotin muB 6 Methyl. 
seitenketten enthalten, vier davon in der Polyenkette und aye 
in den beiden f-Jononringen. Die experimentelle Bestimmung 
dieser Methylgruppen in Aphanin lieferte 4,77 Mole Essigsiure, 
Dieser Wert liegt dem von Kuhn und Grundmann’) fiir Krypto. 
xanthin (5-Oxy-f-Carotin), das ebenfalls 6 Methylseitenketten 
verlangt, ermittelten Werte von 4,85 Molen Essigsaure sehr nahe, 

Die folgende Konstitutionsformel des Aphanins als eine 
5-Keto-f-Carotins steht mit allen Versuchsergebnissen in bestem 
Einklang: sie enthalt 12 Doppelbindungen, von denen eine der 
Carbonylgruppe angehért, sie la8t im Tierversuch die hale 
Vitamin A-Wirkung des #-Carotins erwarten, sie verlangt optische 
Inaktivitét des Pigmentes und traigt der Isolierung der Ketogruppe 
von der Polyenkette Rechnoung. 
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Das Aphanin ist sicher von dem Myxoxanthin verschieden, das 
Heilbron und Lithgoe®) in der Blaualge Oscillatoria rubrescens 
aufgefunden haben. Zwar ist auch das Myxoxanthin ein Carotinoid- 
keton, doch enthilt es 18, somit eine Doppelbindung mehr als 
Aphanin und leitet sich von y-Carotin ab. Seine Carbonylgruppé 
steht mit der Polyenkette in Konjugation. Bei der Reduktion 
des Myxoxanthins entsteht Myxoxanthol, dessen Spektrum mit dem 


”) Ber. chem. Ges. 66, 1746 (1938). 
8) Journ. Chem. Soc. London 1936, 1876. 
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des Rubixanthins tibereinstimmt. Aphanin dagegen leitet sich vom 

-Carotin ab und enthalt in einem #-Jononring eine von der 
Polyenkette isolierte Carbonylgruppe, sehr wahrscheinlich in 
Stellung 5. Durch Reduktion des Pigmentes entsteht Aphanol, 
das mit Kryptoxanthin identisch sein diirfte. Demnach ist Myxo- 
yanthin nicht das einzige in Cyanophyceen vorkommende Caro- 
tinoidketon. 

Aphanicin. Durch Umlcytallisieren aus dem Lisungsmittel- 
gemisch Benzol—Benzin konnte auch hier der friher’) mitgeteilte 
Schmelzpunkt von 190° noch um 5° erhéht werden. Der hihere 
Schmelzpunkt von 195 °(korr.) blieb dann auch beim Umkrystallisieren 
aus Benzol—Methanol erhalten. Eine Elementaranalyse dieses 
hiher schmelzenden Aphanicins ergab wiederum fast die gleichen 
Werte wie friiher: C 86,14, H 9,35 gegeniiber C 86,30, H 9,56. 

Wegen der allzu geringen verfiigbaren Menge konnte dieses 
Pigment leider nicht so eingehend untersucht werden wie das 
Aphanin, doch ergaben sich immerhin einige fiir die Konstitutions- 
aufklirung bedeutsame Hinweise. Ebenso wie Aphanin besitzt 
auch Aphanicin 12 Doppelbindungen, wenn man der Berechnung 
das Molekulargewicht 550 zugrunde legt. Eine davon gehért auch 
hier einer Carbonylgruppe an. Bei der von Herrn Prof. Kuhn 
auch bei diesem Pigment entgegenkommenderweise vorgenommenen 
katalytischen Mikrohydrierung wurden 12 Mole Wasserstoff addiert, 
das letzte erst im Laufe mehrerer Stunden (Figur). Mit Hydroxyl- 
amin bildete auch Aphanicin ein Oxim, das aber wegen Material- 
mangels nicht bis zur vélligen Schmelzpunktskonstanz umkrystalli- 
siert werden konnte. Bei makroskopischer Betrachtung weist das 
Aphanicinoxim eine purpurrote Farbe auf. Nach Reinigung durch 
Adsorption und Auslaugen mit Benzin schmolz das Oxim auf- 
fallend hoch bei 241°, also um 46° hdher als Aphanicin. Eine 
Stickstoffbestimmung des noch nicht vdllig reinen Stoffes ergab 
397°/, N. Aus Benzol—Benzinlésung wird das Oxim mit bordeaux- 
toter Farbe an Aluminiumoxyd adsorbiert und kann mit alkohol- 
haltigem Benzol nur schwer wieder eluiert werden. Seine optischen 
Schwerpunkte lassen sich viel deutlicher erkennen als bei der 
Muttersubstanz, in deren Liésungen sie nur sehr schwach aus der 
breiten Absorptionszone hervortreten. Tab. II laBt erkennen, dab 
die Absorptionsmaxima des Oxims in den meisten Lésungsmitteln 
uicht, in Schwefelkohlenstoff nur um ein geringes nach dem kurz- 
velligen Ende des Spektrums verschoben sind. Aus diesen spektro- 
tkopischen Befunden kann geschlossen werden, daB auchim Aphanicin 
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Tabelle II 








Aphanicinoxim Aphanicin 


Lésungsmittel Abs.-Bezirk | Maxima | Abs.-Bezirk | Maxima 
uu ue uu au 


Schwefelkohlenstoff . 460—545 529 492 475—555 | 533 494 
Chloroform 450—520 504 474 455—520 | 504 414 
Benzol 455—520 505 472 455—520 505 414 
Benzin (70—80°) . . 445—505 493 461 445—510 494 469 
Pyridin 460—525 508 478 460—525 507,5 478 
Methanol 445—505 491 456 445—505 | 491,5 457 

















die Carbonylgruppe nicht in das konjugierte System der Doppel- 
bindungen einbezogen ist. Dafir sprechen auch die gleichen Fir. 
bungen des Aphanicins in Alkohol und in Benzin. Aphanicinoxin 
neigt nicht zur Enolisierung. Beim Verteilungsversuch nimnt 
90°/,iges Methanol nur sehr wenig Oxim auf, 95°/,iges Methanol 


dagegen deutlich mehr. Im allgemeinen zeigt Aphanicinoxim in 


Chloroformlisung die gleichen Farbenreaktionen wie Aphaninoxim, 
Es unterscheidet sich von ihm aber scharf in folgenden Reaktionen: 

Setzt man zu einer ditherischen Lésung 80°/,ige Salzsiure, so farbt sich 
diese stark rotviolett. In schwiicherem MaBe tritt diese Reaktion auch mit 
20°/,iger Salzsiiure ein. Auf Zusatz von Antimontrichlorid firbt sich die 
goldgelbe itherische Lisung gelbbraun. Konzentrierte Schwefelsiure, mit 
der Chloroformlésung des Oxims geschiittelt, fairbt sich blauviolett, die 
Siure nimmt die Farbe noch viel schwerer auf als beim gleichen Versuch 
mit Aphaninoxim. Unterschichtet man die gelbe Benzinliésung mit konzer- 
trierter Salzsiiure, so firbt sich diese orange —_» rot ——» braun, verblabt 
aber viel rascher und scheidet keine Flocken aus. 

Ein Gemisch von Aphanicinoxim mit Aphaninoxim 1aBt sich 
adsorptiv durch Aluminiumoxyd aus Benzol—Benzinlisung leicht 
trennen. Wahrend das erstgenannte Oxim in der obersten Zone 
mit bordeauxroter Farbe festgehalten wird, wandert das Aphanit- 
oxim tiefer und wird mit ziegelroter Farbe adsorbiert. Beim 
Nachwaschen mit warmem Benzol wandert die untere Zone weiter 
und verfarbt sich braunrot. 

Durch Aluminiumisopropylat wird Aphanicin zu Aphanicol 
reduziert, dessen Spektrum in Benzin 2bandig ist und dem des 
f-Carotins entspricht. Beim Verteilungsversuch zwischen Bensia 
(70—80°) und 90°/,igem sowie 95°/,igem Methanol bleibt di 
Hauptmenge des Aphanicols in der Benzinphase, die Alkohol 
schicht firbt sich nur schwach, aber deutlich an. Benzin unl 
Alkohollésungen zeigen die gleichen Farbungen, verdinnte gelb, 
konzentriertere orange. 
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Auch Aphanicin weist im biologischen Versuch eine aus- 
gesprochene Vitamin A-Wirkung auf. Sie ist jedoch deutlich 
niedriger als die des Aphanins. Auf Grund der sorgfaltigen 
Untersuchungen Prof. Scheunerts (vgl. die folgende Abhandlung) 
betrigt sie etwa die Hialfte von der des Aphanins bzw. etwa 1/, 
der Wirkung des £-Carotins. 

Die optischen Schwerpunkte im Spektrum des bei 195° 
schmelzenden Aphanicins liegen an der gleichen Stelle wie 
friher?) angegeben. Die Nachpriifung des dort mitgeteilten spektro- 
skopischen Befundes mittels einer spektrophotographischen Auf- 
nahme des in Normalbenzin gelésten Pigmentes durch Herrn 
Dr. Wagner ergab genau die gleichen Maxima sowie auch den 
gleichen breiten Absorptionsbezirk, wie ihn Tab. II wiedergibt. 
Dr. Wagner fand das breite Band zwischen 4450 und 5100 A, 
die Maxima bei 4940 und 4620 A. 

Zur Konstitution. Dem Aphanicin mu6 auf Grund seiner 
merkwiirdigen biologischen Wirksamkeit, wie sie bisher noch bei 
keinem Carotinoid beobachtet worden ist, seiner tiberaus groBen 
Ahnlichkeit mit Aphanin und zufolge seiner Elementarzusammen- 
setzung eine sehr eigenartige Konstitution zugrunde liegen. DaB 
das Aphanicin im Tierversuch nur halb so wirksam ist wie das 
Aphanin (5-Keto-6-Carotin) und demnach nur 1/, der #-Carotin- 
wirkung besitzt, kénnte man sich in der Weise erkliren, dab 
sich das Aphanicinmolekiil aus 2 Molekiilen Aphanin aufbaut, 
die so tiber eine Sauerstoffbriicke miteinander verbunden zu 
denken waren, daB ein Carotinoid mit 80 C-Atomen und nur 
einem nicht substituierten #-Jononring entsteht. Ein in solcher 
Weise aufgebautes Aphanicin miBte nach unseren bisherigen 
Kenntnissen iiber die biologische Wirksamkeit von Carotinoiden 
nur den vierten Teil der Vitamin A-Wirkung des f-Carotins be- 
sitzen, wie von Scheunert im Tierversuch ermittelt wurde. Ob- 
wohl ein derartiges ,,Dicarotinoid“ bisher noch nirgends aufgefunden 
wurde, sprechen auch noch andere Griinde fiir die in Erwigung 
gezogene Konstitution des Aphanicinmolekiils. Die bei den 
Elementaranalysen erhaltenen Werte stimmen damit ausgezeichnet 
iberein. 20,,H,,0—-2H+0= CyoHiog03 verlangt C 86,11, 
19,58, Werte, die mit den oben mitgeteilten Analysenergebnissen 
fast identisch sind. Der verhiltnismaBig hohe Stickstoffwert, der 
m nicht villig reinen Aphanicinoxim ermittelt wurde, kénnte seine 
Erklirung in einer Anlagerung von Hydroxylamin an eine der 
Carbonylgruppe benachbarte Kohlenstoffdoppelbindung in dem 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 18 





266 Josef Tischer, 


f-Jononring finden, der die Sauerstoffbriicke tragt. Keine der 
untersuchten Eigenschaften des Pigmentes steht mit der e. 
wogenen Auffassung im Widerspruch, die vielleicht auch durch 
die weitaus starkere Adsorptionsaffinitat des Aphanicins und ing. 
besondere die seines Oxims zu Aluminiumoxyd, wie auch durch die 
viel schwerere Krystallisierbarkeit gegeniiber Aphanin gestiitzt wird, 

Aphanizophyll, von dem nur wenige Milligramme zur Ver- 
fiigung standen, lieS sich mit Palmitinsaurechlorid verestern, enthilt 
somit Hydroxylgruppen. Wahrend sich das freie Aphanizophyll 
in Benzin, Benzol oder Schwefelkohlenstoff als véllig unloslich 
erwies, wird das Farbwachs leicht von diesen Lésungsmitteln auf- 
genommen. Die orange gefarbte Benzinlésung (70—80°) laBt im 
GittermeBspektroskop nach Vorschaltung eines Kupferoxyd- 
ammoniakfilters ein scharfes 3bandiges Spektrum  erkennen, 
dessen optische Schwerpunkte bei 509, 477, 446 wy liegen. Ab- 
sorptionsmaxima in Schwefelkohlenstoff: 547, 506, 474 up, in 
Benzol: 524, 489, 457 wy. In Pyridin, Chloroform und Methanol 
weist das Farbwachs die gleichen optischen Schwerpunkte auf 
wie freies Aphanizophyll. Der Palmitinsiureester 148t sich mit 
orangeroter Farbe an Aluminiumoxyd adsorbieren und mit Alkohol 
oder alkoholhaltigem Benzin leicht wieder eluieren. Calciun- 
carbonat eignet sich dagegen als Adsorptionsmittel fiir das Farb- 
wachs nicht. 

Zur Veresterung darf nur die eben erforderliche Menge 
Palmitinsaéurechlorid verwendet werden. Uberschiissiges Siure- 
chlorid bewirkt eine rasche Zersetzung des Farbwachses. Kin 
gegebenenfalls unverestert gebliebener Anteil laBt sich infolge 
seiner Unléslichkeit in Benzin leicht von dem Farbwachs trennen. 
Schiittelt man eine petrolitherische Lésung des Palmitinsdure- 
esters mit kalter methylalkoholischer Kalilauge, so tritt eie 
rasche Verseifung ein und das freie Aphanizophyll scheidet sich 
in der Grenzzone zwischen der alkoholischen Lauge und Benzin 
in roten Flocken aus. Verteilt man das Farbwachs zwischen 
Benzin und 90°/,igem Methanol, so farbt sich die Unterschicht 
kaum merklich an, 95°/,iges Methanol wird schwach, aber 
deutlich orangegelb gefirbt. 

Der Palmitinsiureester gibt im allgemeinen dieselben charak- 
teristischen Farbenreaktionen wie Aphanizophyll. Besonders be 
merkenswert ist aber der Unterschied in der Salzsiurereaktion. 
Verdiinnte und konzentrierte atherische Liésungen zeigen im 
Gegensatz zur gleichartigen Lisung des freien Pigments mit 
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30°/,iger Salzsiure keine Farbenreaktion. Zwar ist fiir eine 
Reihe von Carotinoiden mit mehreren Hydroxylgruppen (Fuco- 
xanthin, Capsorubin, Violaxanthin, Azafrin, Capsanthin) in athe- 
rischer Lésung die Blaufarbung mit Salzsiure festgestellt worden, 
so daB man geneigt sein kénnte, diese Reaktion mit dem Besitze 
und der Stellung der Hydroxyle in Beziehung zu setzen, doch 
haben neuerdings Karrer und Solmssen®) auch bei dem oxy- 
dativen Abbauprodukt #-Apo-2-Carotinal, das frei von Hydroxyl- 
gruppen ist, mit 31°/,iger oder starkerer Salzsiure eine violett- 
blaue Farbenreaktion beobachtet. 

Durch Behandlung des Aphanizophylls mit Hydroxylamin 
wurde ein Oxim erhalten. Dieses ist benzolléslich und wird mit 
orangeroter Farbe von Calciumcarbonat adsorbiert. Das Oxim 
laBt in verschiedenen Liésungsmitteln das gleiche Spektrum er- 
kennen wie freies Aphanizophyll. In Benzol, in dem das freie Pigment 
nicht léslich ist, liegen die optischen Schwerpunkte seines Oxims 
bei 524, 489, 457 wu, somit an der gleichen Stelle wie beim 
Palmitinsiureester. In dem nicht umkrystallisierten, lediglich 
durch Adsorption gereinigten Oxim wurde Stickstoff nur qualitativ 
nachgewiesen (Mikro-Dumas). Die Menge war sehr gering und 
entsprach héchstens einer Carbonylgruppe. Auf Grund des spektro- 
skopischen Verhaltens des Oxims mu die Carbonylgruppe vom 
System der konjugierten Doppelbindungen isoliert stehen. Die 
langwelligen Absorptionsmaxima des Aphanizophylls, seines Pal- 
mitinsiureesters und seines Oxims lassen eine Verwandtschaft 
des Pigmentes zum Lycopin vermuten. 

Das Aphanizophyll wurde von erheblichen Mengen Palmitin- 
siure begleitet. Aus der in der ersten Mitteilung beschriebenen, 
bei der Adsorption an Natriumsulfat erhaltenen gelben unteren 
Zone lieB sich eine sehr reine, nur gelb angefarbte Fettsiure 
isolieren, die als Palmitinsiure sichergestellt werden konnte. 
Schon nach 1maligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmolz sie 
bei 60°. Nach 4maligem Umkrystallisieren aus Kisessig wurde 
etwa 1 g seidenglanzender Blattchen vom Schmelzp. 62,5° (korr.) 
ethalten, Ein Mischungsschmelzpunkt mit reiner Palmitinsiure 
weigte keine Depression. Die Identitat mit Palmitinsiure wurde 
durch die Elementaranalyse und die Ermittlung der Neutrali- 
sationszahl erhartet. Ausbeute etwa 1,3g aus 21/, kg Algentrocken- 
substanz. 





*) Helvet. chim. Acta 20, 682 (1987). 
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nicht mit der Polyenkette konjugiert sein kann. Sonach bleiben 
fir die Ketogruppe nur noch die Stellungen 5 oder 6 ibrig, 
Zugunsten der Stellung 5 spricht die auf Grund des spektralen 
Verhaltens wahrscheinliche Identitit des Aphanols mit Krypto- 
xanthin (5-Oxy-6-Carotin). Das 5-Keto-§-Carotin muB 6 Methyl. 
seitenketten enthalten, vier davon in der Polyenkette und zwei 
in den beiden #-Jononringen. Die experimentelle Bestimmung 
dieser Methylgruppen in Aphanin lieferte 4,77 Mole Essigsiure, 
Dieser Wert liegt dem von Kuhn und Grundmann’) fiir Krypto- 
xanthin (5-Oxy-8-Carotin), das ebenfalls 6 Methylseitenketten 
verlangt, ermittelten Werte von 4,85 Molen Essigsdure sehr nahe, 

Die folgende Konstitutionsformel des Aphanins als eines 
5-Keto-f-Carotins steht mit allen Versuchsergebnissen in bestem 
Einklang: sie enthalt 12 Doppelbindungen, von denen eine der 
Carbonylgruppe angehért, sie lift im Tierversuch die halbe 
Vitamin A-Wirkung des #-Carotins erwarten, sie verlangt optische 
Inaktivitit des Pigmentes und trigt der Isolierung der Ketogruppe 
von der Polyenkette Rechnung. 


CH, CH, 
. a CH, 
ea | 
H,C C—CH=CH—C—CH 
| | | 
H.C C—CH, CH CH 
oll - a 
CH, off CH C—CH, 
| | 
H,c—6 CH CH CH, 
 - Pay 
CH CH H,C—C3 *C=0 
| | 
HC=C—CH=CH—C? OH, 
I 
CH, Pt 
CH, CH, 


Das Aphanin ist sicher von dem Myxoxanthin verschieden, das 
Heilbron und Lithgoe®) in der Blaualge Oscillatoria rubrescens 
aufgefunden haben. Zwar ist auch das Myxoxanthin ein Carotinoid- 
keton, doch enthalt es 18, somit eine Doppelbindung mehr als 
Aphanin und leitet sich von y-Carotin ab. Seine Carbonylgruppe 
steht mit der Polyenkette in Konjugation. Bei der Reduktion 
des Myxoxanthins entsteht Myxoxanthol, dessen Spektrum mit dem 





”) Ber. chem. Ges. 66, 1746 (1938). 
*) Journ. Chem. Soc. London 1936, 1376. 
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des Rubixanthins iibereinstimmt. Aphanin dagegen leitet sich vom 


é-Carotin ab und enthalt in einem #-Jononring eine von der 


i Polyenkette isolierte Carbonylgruppe, sehr wahrscheinlich in 
- Stellung 5. Durch Reduktion des Pigmentes entsteht Aphanol, 
- das mit Kryptoxanthin identisch sein diirfte. Demnach ist Myxo- 
' xanthin nicht das einzige in Cyanophyceen vorkommende Caro- 
- tinoidketon. 


Aphanicin. Durch Umkrytallisieren aus dem Liésungsmittel- 


_ gemisch Benzol—Benzin konnte auch hier der friher’) mitgeteilte 
_ Schmelzpunkt von 190° noch um 5° erhéht werden. Der héhere 
_ Schmelzpunkt von 195 °(korr.) blieb dann auch beim Umkrystallisieren 
- aus Benzol—Methanol erhalten. Eine Elementaranalyse dieses 
_ héher schmelzenden Aphanicins ergab wiederum fast die gleichen 


Werte wie friiher: C 86,14, H 9,35 gegeniiber C 86,30, H 9,56. 
Wegen der allzu geringen verfiigbaren Menge konnte dieses 


| Pigment leider nicht so eingehend untersucht werden wie das 
_ Aphanin, doch ergaben sich immerhin einige fiir die Konstitutions- 
_ aufklarung bedeutsame Hinweise. Ebenso wie Aphanin besitzt 
auch Aphanicin 12 Doppelbindungen, wenn man der Berechnung 


das Molekulargewicht 550 zugrunde legt. Eine davon gehért auch 
hier einer Carbonylgruppe an. Bei der von Herrn Prof. Kuhn 
auch bei diesem Pigment entgegenkommenderweise vorgenommenen 
katalytischen Mikrohydrierung wurden 12 Mole Wasserstoff addiert, 
das letzte erst im Laufe mehrerer Stunden (Figur). Mit Hydroxyl- 
amin bildete auch Aphanicin ein Oxim, das aber wegen Material- 
mangels nicht bis zur vélligen Schmelzpunktskonstanz umkrystalli- 
siert werden konnte. Bei makroskopischer Betrachtung weist das 
Aphanicinoxim eine purpurrote Farbe auf. Nach Reinigung durch 
Adsorption und Auslaugen mit Benzin schmolz das Oxim auf- 
fallend hoch bei 241° also um 46° héher als Aphanicin. Eine 
Stickstoffbestimmung des noch nicht vdéllig reinen Stoffes ergab 
3,97°/, N. Aus Benzol—Benzinlésung wird das Oxim mit bordeaux- 
roter Farbe an Aluminiumoxyd adsorbiert und kann mit alkohol- 
haltigem Benzol nur schwer wieder eluiert werden. Seine optischen 
Schwerpunkte lassen sich viel deutlicher erkennen als bei der 
Muttersubstanz, in deren Liésungen sie nur sehr schwach aus der 
breiten Absorptionszone hervortreten. Tab. II laBt erkennen, dab 
die Absorptionsmaxima des Oxims in den meisten Lésungsmitteln 
nicht, in Schwefelkohlenstoff nur um ein geringes nach dem kurz- 
welligen Ende des Spektrums verschoben sind. Aus diesen spektro- 
skopischen Befunden kann geschlossen werden, da auchim Aphanicin 
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Tabelle I 
Aphanicinoxim Aphanicin 
Lisungsmittel [Abs-Besirk | Maxima | Abs.-Besirk | Maxima 
uu ue uu we 
Schwefelkohlenstoff . 460—545 529 492 475—5B55 5383 494 
Chloroform ..... 450—520 504 474 455—520 504 474 
rae 455—520 505 472 455—520 505 474 
Benzin (70—80°) .. 445—505 493 461 445—510 494 462 
Pyridin a re ee 460—525 508 478 460—525 507,5 478 
Methanol. ..... 445—505 491 456 445—505 491,5 457 





die Carbonylgruppe nicht in das konjugierte System der Doppel- 
bindungen einbezogen ist. Dafiir sprechen auch die gleichen Fir. 


bungen des Aphanicins in Alkohol und in Benzin. Aphanicinoxin | 


neigt nicht zur Enolisierung. Beim Verteilungsversuch nimmt 
90°/,iges Methanol nur sehr wenig Oxim auf, 95°/,iges Methanol 
dagegen deutlich mehr. Im allgemeinen zeigt Aphanicinoxim in 
Chloroformlésung die gleichen Farbenreaktionen wie Aphaninoxim. 
Ks unterscheidet sich von ihm aber scharf in folgenden Reaktionen: 


Setzt man zu einer itherischen Liésung 30°/,ige Salzsiure, so firbt sich 
diese stark rotviolett. In schwiicherem Mabe tritt diese Reaktion auch mit 


20°/,iger Salzsiiure ein. Auf Zusatz von Antimontrichlorid farbt sich die | ; 


goldgelbe itherische Lésung gelbbraun. Konzentrierte Schwefelsiure, mit 
der Chloroformlésung des Oxims geschiittelt, firbt sich blauviolett, die 
Sdiure nimmt die Farbe noch viel schwerer auf als beim gleichen Versuch 
mit Aphaninoxim. Unterschichtet man die gelbe Benzinlésung mit konzen- 
trierter Salzsiiure, so firbt sich diese orange ——_» rot ——» braun, verblalt 
aber viel rascher und scheidet keine Flocken aus. 


Kin Gemisch von Aphanicinoxim mit Aphaninoxim 1aBt sich 
adsorptiv durch Aluminiumoxyd aus Benzol—Benzinlésung leicht 


trennen. Wéahrend das erstgenannte Oxim in der obersten Zone | 


mit bordeauxroter Farbe festgehalten wird, wandert das Aphanin- 
oxim tiefer und wird mit ziegelroter Farbe adsorbiert. Beim 
Nachwaschen mit warmem Benzol wandert die untere Zone weiter 
und verfarbt sich braunrot. 

Durch Aluminiumisopropylat wird Aphanicin zu Aphanicol 


reduziert, dessen Spektrum in Benzin 2bandig ist und dem des | 
f-Carotins entspricht. Beim Verteilungsversuch zwischen Benzin | 


(70—80°) und 90°/,igem sowie 95°/,igem Methanol bleibt die 
Hauptmenge des Aphanicols in der Benzinphase, die Alkohol- 
schicht farbt sich nur schwach, aber deutlich an. Benzin und 
Alkohollésungen zeigen die gleichen Farbungen, verdiinnte gelb, 
konzentriertere orange. 
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Auch Aphanicin weist im biologischen Versuch eine aus- 
cesprochene Vitamin A-Wirkung auf. Sie ist jedoch deutlich 
niedriger als die des Aphanins. Auf Grund der sorgfiltigen 
Untersuchungen Prof. Scheunerts (vgl. die folgende Abhandlung) 
betrigt sie etwa die Hialfte von der des Aphanins bzw. etwa }/, 
der Wirkung des /-Carotins. 

Die optischen Schwerpunkte im Spektrum des bei 195° 
schmelzenden Aphanicins liegen an der gleichen Stelle wie 
friiher') angegeben. Die Nachpriifung des dort mitgeteilten spektro- 
skopischen Befundes mittels einer spektrophotographischen Auf- 
nahme des in Normalbenzin gelésten Pigmentes durch Herrn 
Dr. Wagner ergab genau die gleichen Maxima sowie auch den 
gleichen breiten Absorptionsbezirk, wie ihn Tab. II wiedergibt. 
Dr. Wagner fand das breite Band zwischen 4450 und 5100 A, 
die Maxima bei 4940 und 4620 A. 

Zur Konstitution. Dem Aphanicin mu auf Grund seiner 
merkwiirdigen biologischen Wirksamkeit, wie sie bisher noch bei 
keinem Carotinoid beobachtet worden ist, seiner iiberaus grofen 
Abnlichkeit mit Aphanin und zufolge seiner Elementarzusammen- 
setzung eine sehr eigenartige Konstitution zugrunde liegen. DaB 
das Aphanicin im Tierversuch nur halb so wirksam ist wie das 
Aphanin (5-Keto-f-Carotin) und demnach nur !/, der #-Carotin- 
wirkung besitzt, kénnte man sich in der Weise erklaren, daf 
sich das Aphanicinmolekiil aus 2 Molekiilen Aphanin aufbaut, 
die so itiber eine Sauerstoffbriicke miteinander verbunden zu 
denken waren, daB ein Carotinoid mit 80 C-Atomen und nur 
einem nicht substituierten #-Jononring entsteht. Ein in solcher 
Weise aufgebautes Aphanicin miiBte nach unseren bisherigen 
Kenntnissen iiber die biologische Wirksamkeit von Carotinoiden 
nur den vierten Teil der Vitamin A-Wirkung des f-Carotins be- 
sitzen, wie von Scheunert im Tierversuch ermittelt wurde. Ob- 
wohl ein derartiges ,,Dicarotinoid“ bisher noch nirgends aufgefunden 
wurde, sprechen auch noch andere Griinde fiir die in Erwagung 
gezogene Konstitution des Aphanicinmolekils. Die bei den 
Klementaranalysen erhaltenen Werte stimmen damit ausgezeichnet 
iiberein, 2C,H.,O -—-2H+0O=C,,H,,,0, verlangt C 86,11, 
H 9,58, Werte, die mit den oben mitgeteilten Analysenergebnissen 
fast identisch sind. Der verhiltnismiBig hohe Stickstoffwert, der 
im nicht vollig reinen Aphanicinoxim ermittelt wurde, kiénnte seine 
Erklirung in einer Anlagerung von Hydroxylamin an eine der 
Carbonylgruppe benachbarte Kohlenstoffdoppelbindung in dem 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 260 18 
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f-Jononring finden, der die Sauerstoffbriicke tragt. Keine der 


untersuchten Eigenschaften des Pigmentes steht mit der er- 


wogenen Auffassung im Widerspruch, die vielleicht auch durch 


die weitaus starkere Adsorptionsaffinitat des Aphanicins und ins. | 


besondere die seines Oxims zu Aluminiumoxyd, wie auch durch die 


viel schwerere Krystallisierbarkeit gegeniiber Aphanin gestiitzt wird, | 

Aphanizophyll, von dem nur wenige Milligramme zur Ver- | — 
fiigung standen, lieB sich mit Palmitinsiurechlorid verestern, enthilt | — 
somit Hydroxylgruppen. Wahrend sich das freie Aphanizophy]l | — 


in Benzin, Benzol oder Schwefelkohlenstoff als véllig unldéslich 
erwies, wird das Farbwachs leicht von diesen Lésungsmitteln auf- 
genommen. Die orange gefarbte Benzinlésung (70—80°) 1aBt im 
GittermeBspektroskop nach Vorschaltung eines Kupferoxyd- 
ammoniakfilters ein scharfes 3bandiges Spektrum  erkennen, 
dessen optische Schwerpunkte bei 509, 477, 446 up liegen. Ab- 
sorptionsmaxima in Schwefelkohlenstoff: 547, 506, 474 uy, in 
Benzol: 524, 489, 457 wu. In Pyridin, Chloroform und Methanol 
weist das Farbwachs die gleichen optischen Schwerpunkte auf 
wie freies Aphanizophyll. Der Palmitinsaiureester 1éBt sich mit 
orangeroter Farbe an Aluminiumoxyd adsorbieren und mit Alkohol 
oder alkoholhaltigem Benzin leicht wieder eluieren. Calcium- 
carbonat eignet sich dagegen als Adsorptionsmittel fiir das Farb- 
wachs nicht. | 

Zur Veresterung darf nur die eben erforderliche Menge 
Palmitinsiurechlorid verwendet werden. Uberschiissiges Saure- 
chlorid bewirkt eine rasche Zersetzung des Farbwachses. Ein 
gegebenenfalls unverestert gebliebener Anteil la4Bt sich infolge 
seiner Unléslichkeit in Benzin leicht von dem Farbwachs trennen. 
Schiittelt man eine petrolatherische Lisung des Palmitinsaure- 
esters mit kalter methylalkoholischer Kalilauge, so tritt eine 
rasche Verseifung ein und das freie Aphanizophyll scheidet sich 
in der Grenzzone zwischen der alkoholischen Lauge und Benzin 
in roten Flocken aus. Verteilt man das Farbwachs zwischen 
Benzin und 90°/,igem Methanol, so firbt sich die Unterschicht 
kaum merklich an, 95°/,iges Methanol wird schwach, aber 
deutlich orangegelb gefarbt. 

Der Palmitinsiureester gibt im allgemeinen dieselben charak- 
teristischen Farbenreaktionen wie Aphanizophyll. Besonders be- 
merkenswert ist aber der Unterschied in der Salzsiurereaktion. 
Verdiinnte und konzentrierte Atherische Lésungen zeigen im 
Gegensatz zur gleichartigen Liésung des freien Pigments mit 
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30°/,iger Salzsiure keine Farbenreaktion. Zwar ist fiir eine 
Reihe von Carotinoiden mit mehreren Hydroxylgruppen (Fuco- 
xanthin, Capsorubin, Violaxanthin, Azafrin, Capsanthin) in ithe- 
rischer Lésung die Blaufarbung mit Salzsiure festgestellt worden, 
so daB man geneigt sein kénnte, diese Reaktion mit dem Besitze 
und der Stellung der Hydroxyle in Beziehung zu setzen, doch 
haben neuerdings Karrer und Solmssen’®) auch bei dem oxy- 
dativen Abbauprodukt §-Apo-2-Carotinal, das frei von Hydroxyl- 
gruppen ist, mit 31°/,iger oder starkerer Salzsiure eine violett- 
blaue Farbenreaktion beobachtet. 

Durch Behandlung des Aphanizophylls mit Hydroxylamin 
wurde ein Oxim erhalten. Dieses ist benzolléslich und wird mit 
orangeroter Farbe von Calciumcarbonat adsorbiert. Das Oxim 
laBt in verschiedenen Lésungsmitteln das gleiche Spektrum er- 
kennen wie freies Aphanizophyll. In Benzol, in dem das freie Pigment 
nicht léslich ist, liegen die optischen Schwerpunkte seines Oxims 
bei 524, 489, 457 wu, somit an der gleichen Stelle wie beim 
Palmitinsaéureester. In dem nicht umkrystallisierten, lediglich 
durch Adsorption gereinigten Oxim wurde Stickstoff nur qualitativ 
nachgewiesen (Mikro-Dumas). Die Menge war sehr gering und 
entsprach héchstens einer Carbonylgruppe. Auf Grund des spektro- 
skopischen Verhaltens des Oxims muB die Carbonylgruppe vom 
System der konjugierten Doppelbindungen isoliert stehen. Die 
langwelligen Absorptionsmaxima des Aphanizophylls, seines Pal- 
mitinséureesters und seines Oxims lassen eine Verwandtschaft 
des Pigmentes zum Lycopin vermuten. 

Das Aphanizophyll wurde von erheblichen Mengen Palmitin- 
siure begleitet. Aus der in der ersten Mitteilung beschriebenen, 
bei der Adsorption an Natriumsulfat erhaltenen gelben unteren 
Zone lieB sich eine sehr reine, nur gelb angefirbte Fettsiure 
isolieren, die als Palmitinsiure sichergestellt werden konnte. 
Schon nach 1maligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmolz sie 
bei 60°. Nach 4maligem Umkrystallisieren aus Eisessig wurde 
etwa 1 g seidenglainzender Blattchen vom Schmelzp. 62,5° (korr.) 
erhalten. Ein Mischungsschmelzpunkt mit reiner Palmitinsiure 
zeigte keine Depression. Die Identitit mit Palmitinsiure wurde 
durch die Elementaranalyse und die Ermittlung der Neutrali- 
sationszahl erhartet. Ausbeute etwa 1,3g aus 2/, kg Algentrocken- 
substanz. 


*) Helvet. chim. Acta 20, 682 (1937). 
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Experimenteller Teil 


Aphanin. Das 7mal aus Benzol-Methanol umkrystallisierte, chro- 
matographisch einheitliche Aphanin vom Schmelzp. 176° wurde mit Benzin 
(25—35°) ausgekocht, der Riickstand in wenig hei’em Benzol gelést und 
die Lésung mit etwa dem 5fachen Volumen Benzin vom Siedebereich 30° 
bis 50° verdiinnt. Im Kihlschrank schieden sich aus dieser Lésung dicke 
wetzsteinformige Krystiéllchen vom Schmelzp. 180° (korr.) aus. Weiteres 
Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol und auch aus Benzol-Benzin- 
gemisch hatte keine Schmelzpunktserhéhung mehr zur Folge. 


8,074 mg Subst.: 9,805 mg CO,, 2,665 mg H,0O. 
C,,H;,0 Ber. C 87,20 H9,89 Gef. C 86,99 H 9,70. 


Die katalytische Hydrierung, die Herr Prof. Kuhn nach seinem 
absoluten Verfahren ausfiihrte, ergab: 1,522 mg Subst. in 2 cem Eisessig- 
Decalin (1:1) mit 15,1 mg PtSiO, verbrauchten 719,4 cmm H, (0°, 760 mm). 
Nach brieflicher Mitteilung des Herrn Prof. Kuhn wurden der Verbrauch 
des Katalysators und die Tension des Lésungsmittels durch Differential- 
anordnung experimentell ausgeschaltet. Nach 110 Minuten: 11,65 Mole H,,. 
Den Verlauf der Mikrohydrierung gibt die Figur wieder. 


Isopropylidengruppen”). 7,730 mg Subst. verbrauchten 0,75 ccm 
n/20-Jodlésung. Gef. 3,40°/, C,H, = 0,445 Mole Aceton. Berechnet fiir eine 
Isopropylidengruppe: 1,65°/, C,H.° 

C - Methylgruppen”). 5,055 mg Subst.: 4,38 cem n/100-NaQOH. 
Gef. 4,77 Mole Essigsiure. Dieser Wert liegt dem fiir Kryptoxanthin"’) 
gefundenen sehr nahe. " 


Mikro-Polarisation™). 3,003 mg Subst. wurden in 1cem Anisol 
gelést. Die Ablesungen schwankten zwischen + 0,1 um den Nullpunkt. 
Die tiefe Firbung der Lésung bereitete bei den Ablesungen Schwierig- 
keiten. 

Aphaninoxim. 39 mg Aphanin wurden in 10 cem reinstem Pyridin 
gelést und mit einer dthylalkoholischen Liésung von 200 mg Hydroxylamin 
versetzt (aus dem Chlorhydrat durch die fquivalente Menge Kalilauge 
frei gemacht). Schon nach kurzem Erwiirmen im Wasserbad schied sich 
das Oxim in ziegelroten, metallisch gliinzenden Krystiillchen aus. Diese 
wurden durch weiteren Zusatz von 15 ccm Pyridin wieder gelést und das 
Erhitzen im Wasserbad 2 Stunden fortgesetzt. Nach dem Erkalten wurde 
die Lésung bis zur beginnenden Triibung tropfenweise mit destilliertem 
Wasser versetzt. Die im Kiihlschrank ausgefallenen Krystalle wurden 
abfiltriert, mit kaltem und anschlieBend mit warmem Wasser gut aus- 
gewaschen und aus Benzol-Methanol umkrystallisiert. Das rohe Oxim 
schmolz bei 203°. Ausbeute 20 mg. Die Substanz wurde in Benzol—Benzin (1:1) 
gelést und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Das Oxim wurde in der obersten 
Zone mit braunroter Farbe festgehalten. Darunter bildete sich noch ein 
ganz schmaler, schmutzig-violetter Ring aus. Der Farbstoff der Hauptzone 


10) Die Bestimmung wurde von Herrn Dr. Walienfels, Heidelberg, 


ausgefiihrt. 
1) Kuhn u. Grundmann, Ber. chem. Ges. 66, 1750 (1983). 
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wurde mit alkoholhaltigem Benzin eluiert und die Lésung nach griindlicher 
Waschung mit destilliertem Wasser und nach Trocknung iiber entwissertem 
Natriumsulfat bei vermindertem Druck im Stickstoffstrom zur Trockne ver- 
dampft. Schmelzpunkt nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Benzol- 
Methanol (1:2): 208° (korr.). In Benzol erwies sich das Oxim ziemlich 
schwer léslich. Lésungen in Benzol oder Schwefelkohlenstoff sind rot- 
orange gefarbt, in Pyridin orange, in Chloroform orangegelb, in Methanol 
und in Benzin (70—80°) rein gelb. Reaktionen und Spektra sind im 
theoretischen Teil angefiihrt. 


Analysen: 1. 3mal umkrystallisiertes Priparat: 2,914 mg Subst.: 
9,085 mg CO,, 2,590 mg H,O.— 1,855 mg Subst.: 0,043 cem N, (21°, 746 mm). — 
2. 5mal umkrystallisiertes Priparat: 2,810 mg Subst.: 8,765 mg CO,, 
2,435 mg H,O. — 2,441 mg Subst.: 0,054 cem N, (21°, 749 mm). 


C,,H;,ON 
Ber. C 84,89 H 9,80 N 2,48 
Gef. ,, 1..85,03, 2. 85,07 » 1.9,95, 2. 9,70 1. 2,64, 2. 2,58. 


Reduktion zum Aphanol. Fiir diesen Versuch konnte wegen 
Materialmangels nur der Abdampfriickstand einer Mutterlauge verwendet 
werden (80 mg). Er wurde in Benzol gelést, mit absolutem Isopropyl- 
alkohol verdiinnt und mit etwa 1g nach Lund’) frisch hergestelltem 
Aluminium-Isopropylat versetzt. Die Reduktion wurde durch 10stiindiges 
Kochen unter RiickfluB in einer Stickstoffatmosphire in der von Lund 
beschriebenen Apparatur vorgenommen. Dabei destillierten nur wenige 
Kubikzentimeter Benzol und Isopropylalkohol ab. Die Temperatur am 
oberen Rande des Kiihlers war durchschnittlich nicht héher als 40°. Nach 
dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch 86 Stunden unter Stickstoff 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Das iiberschiissige Aluminium—Iso- 
propylat wurde sodann mit 30 ccm 20°/,iger warmer Kalilauge zersetzt und 
die Reduktionsprodukte mit Benzol-Benzingemisch ausgeschiittelt. Die 
Lésung wurde alkoholfrei gewaschen, iiber Natriumsulfat sorgfiltig ge- 
trocknet und schlieBlich chromatographiert. Als Adsorptionsmittel diente 
Aluminiumoxyd, als Entwicklungsfliissigkeit warmes Benzol. Das Chro- 
matogramm zeigte folgende Zonen: 




















Absorptionsmaxima (1) 
Zonen in Benzin (70— On 
1. Ee gelb (ersetzungeprodukte) unmeBbar 
2. Zinnoberrot . .. . 485 453 
3. Violettstichig bordeauxrot . . . . 484 451 (verschwommen) 
4. Lachsfarbig. . . a a ee 501 471 442 
5. Schmutzig orangegelb ee ee ee 495 463 
6. Eltembelntarben . 0. we unmeBbar 


Weil in zu geringer Menge vorhanden, konnten die Farbstoffe der 


einzelnen Zonen nicht weiter untersucht werden. 


12) Ber. chem. Ges. 70, 1520 (1937). 
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Aphanicin. Trotz wiederholten Umkrystallisierens aus Benzol-Methanol 
blieb der Schmelzpunkt des Pigmentes konstant bei 190°. Durch Verwendung 
von Benzol-Benzingemisch als Krystallisationsmittel lieB sich der Schmelz- 
punkt aber auf 195° (korr.) steigern und blieb fortan konstant. 


Neuerliche Analyse: 3,353 mg Subst.: 10,590 mg CO,, 2,800 mg H,0. 
CyoHyog0, Ber. C 86,11 H 9,58 Gef. C 86,14 H 9,85. 


Die katalytische Mikrohydrierung, die ich Herrn Prof. Kuhn 
verdanke, ergab: 1,310 mg Subst. in 2 ccm Eisessig—Decalin (1:1) mit 15,2 mg 
PtSiO, verbrauchten 640,92 cmm H, (0°, 760 mm). Nach 240 Minuten: 
12,02 Mole H,. Den Verlauf der Hydrierung zeigt die Figur. 


Aphanicinoxim. Die Darstellung des Oxims wurde in analoger Weise 
durchgefiihrt, wie beim Aphaninoxim beschrieben. Nach 2stiindigem Er- 
hitzen im Wasserbad wurde die Lésung bei vermindertem Druck im Stickstoff- 
strom eingeengt und dann bis zur beginnenden Triibung destilliertes Wasser 
zugetropft. Schmelzpunkt des im Kiihlschrank ausgeschiedenen rohen 
Oxims 226°. Das Pigment wurde in Benzol gelést und an Aluminiumoxyd 
adsorbiert. Die Hauptmenge der Substanz blieb in der obersten Zone mit 
bordeauxroter Farbe haften. Sie wurde mit alkoholhaltigem Benzin eluiert, 
die Lésung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und zur Trockne ein- 
gedampft (N-Strom). Wegen der zu geringen Menge konnte das Aphanicin- 
oxim nur einmal aus Benzol-Methanol umkrystallisiert werden. Die Kry- 
stalle wurden anschlieBend 2mal mit Benzin (25—35°) ausgelaugt. Dadurch 
erhéhte sich der Schmelzpunkt auf 241°. Beziiglich der Reaktionen und 
Spektra des Aphanicinoxims sei auf den ersten Teil verwiesen. 


1,950 mg Subst.: 0,068 cem N, (21,5°, 746 mm). 
CcHiveOsNp+NH,OH Ber. N 3,57  Gef. N 3,97. 


Aphanicol. Aphanicin-Mutterlaugen wurden zur Trockne gebracht, 
der Riickstand ia absolutem Isopropylalkohol gelést und 3 Stunden mit 
Aluminium-Isopropylat in dem von Lund beschriebenen Apparat erhitzt. 
Nach einiger Zeit schlug die Farbe des Reaktionsgemisches von Rotbraun 
nach Gelbbraun um. Nach Zersetzung des iiberschiissigen Aluminium-Isopro- 
pylates mit 20°/,iger warmer Kalilauge wurde der Farbstoff in ein Gemisch von 
Benzol-Benzin (1:1) iibergefiihrt. Die Lésung wurde gewaschen, getrocknet 
und das Reaktionsprodukt an Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln 
mit warmem Benzol-Benzingemisch entstanden folgende Zonen: 





























Absorptionsmaxima (uy) 

Zonen ae ae - a 

, ; eo | in Schwefel- 

1n Benzin (70 80°) kohlenstoft 

1. Schmutzig gelb..... unmeBbar unmeBbar 
2. Braumorange ...... 485 454 (verschwommen)| 516 481 (452) 
Ss * eee 484 454 (verschwommen) | 516 482 (452) 
4. Violettstichig bordeauxrot | 485 453 516 482 (452) 

5. Lachsfarbig ...... unme8bar unmeBbar 

6. Hell lachsrosa ..... unmeBbar unmeBbar 
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Beim Verteilungsversuch der Farbstoffe aus den Zonen 3 und 4 
nahm 90°/,iges Methanol nur sehr wenig, 95°/,iges Methanol dagegen 
deutlich mehr Farbstoff auf. 


Ein Palmitinsdureester des Aphanizophylls wurde in gleicher 
Weise hergestellt, wie es Zechmeister und von Cholnocky"’) fiir 
Lykophyll-Dipalmitat beschrieben haben. Einige Milligramme des Pig- 
mentes wurden in Pyridin gelést und mit wenigen Tropfen Palmitinsiure- 
chlorid versetzt. Nach Iistiindigem Stehen unter Stickstoff wurde mit 
Benzin vom Siedebereich 50—70° aufgenommen und die orangefarbene 
Lésung mit Wasser griindlich ausgewaschen. Der nicht veresterte Anteil 
fiel dabei aus. Die Benzinlésung wurde getrocknet und durch eine kurze, 
schmale Aluminiumoxydsiule filtriert. Beim Entwickeln des Chromato- 
gramms mit warmem Benzin bildeten sich zwei Zonen aus, deren obere 
mibfarbige Verunreinigungen enthielt. Spektra und Verteilungsversuche sind 
im ersten Teil beschrieben. Das Farbwachs krystallisierte aus Methanol 
in Nadeln und schmolz schon bei Handwirme. Wegen der zu geringen 
Menge konnte eine weitere Reinigung nicht vorgenommen werden. 


Aphanizophylloxim wurde in der gleichen Weise hergestellt, wie 
es beim Aphaninoxim beschrieben wurde. Im Gegensatz zum freien Apha- 
nizophyll erwies sich sein Oxim benzolléslich und konnte daher aus dem 
Reaktionsgemisch mit Benzol ausgeschiittelt werden. Bei der anschlieBenden 
Adsorption an Calciumcarbonat bildeten sich 2Zonen aus. Die obere war 
dunkel orange gefirbt, die untere lachsrot. In dem Oxim der obersten 
Zone wurde Stickstoff durch einen Mikro-Dumas nachgewiesen. 


Palmitinséure. Die bei der seinerzeit beschriebenen ersten Ad- 
sorption des Aphanizophylls an Natriumsulfat in das Filtrat itibergefithrten 
Stoffe wurden in wenig heiBem Alkohol gelést. Die gelbe Lésung zeigte 
ausgesprochen saure Reaktion. Nach Entfirbung mit Tierkohle schieden 
sich daraus im Kihlschrank weife blittchenférmige Krystalle aus, die 
sich als Palmitinsiure identifizieren lieBen. Schmelzpunkt und Mischungs- 
schmelzpunkt nach 4maligem Umkrystallisieren aus Kisessig 62,5°. 


3,420 mg Subst.: 9,393 mg CO,, 3,864 mg H,O. — 12,285 mg Subst. 
verbrauchten zur Neutralisation 2,398 cem n/50-KOH (Indicator: Phenol- 
phthalein). 


CrgllesO, Ber. C 174,93 H 12,59 Mol.-Gew. 256,3 
Gef. ,, 74,90 ,, 12,64 Mol.-Gew. 256,1. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft Berlin danke ich auf- 
richtig fiir die leihweise Uberlassung eines Gittermeb-Spektroskopes nach 
Léwe-Schumm. 





‘S) Ber. chem. Ges. 69, 428 (1936). 
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Untersuchung von Aphanin und Aphanicin 
auf Vitamin A-Wirkung 
Von 
A. Scheunert und K. H. Wagner 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Veterinir-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1939) 





Von Herrn Dozent Dr. J.Tischer, Tetschen-Liebwerd, wurde 
uns je eine kleine Menge der von ihm aus Aphanizomenon flos-aquae 
isolierten Carotinoide Aphanin und Aphanicin (vgl. die voran- 


gegangene Abhandlung) iibersandt, um sie im Tierversuch auf 


Vitamin A-Wirkung zu priifen. 

Die Untersuchung auf Vitamin A geschieht nach unserer 
Methode’) wie folgt: 

Junge wachsende Ratten im Gewichte von 40—45 g werden 
bei Vitamin A-freier Kost in Hinzelkifigen auf Siigespinen so lange 
gehalten, bis die Vitamin A-Mangel-Erscheinungen deutlich aus- 
geprigt sind. Die Kost besteht aus: 18°/, Casein, 57°/, Stirke, 
15°/, Palmin, 5°/, Salzgemisch (Mc Collum Nr. 185) und 5 °/, Trocken- 
hefe, extrahiert. Bei dieser Kost wachsen die Tiere noch einige Zeit, 
nehmen dann an Gewicht ab und entwickeln als typische Mangel- 
erscheinung Xerophthalmie. Wenn die Erscheinungen deutlich aus- 
gepriigt sind, beginnt der eigentliche Hauptversuch, und es wird 
den Ratten tiglich die zu priifende Substanzmenge zur Vitamin A- 
freien Kost zugelegt. Im vorliegenden Falle wurden Aphanin und 
Aphanicin auf der Mikrowaage abgewogen und in Sesamél solche 
Lésungen angefertigt, welche in1/,, ccm von Aphanin 1,25 y, 2,57 
und 5y; von Aphanicin 2,57 und 5y enthielten. Diese Mengen 
wurden auf Grund brieflicher Mitteilungen des Herrn Dr. Tischer 
gewihlt. Danach waren Vitamin A-Wirkungen dieser Carotinoide 
von Mengen, welche in den gewahlten Grenzen lagen, zu erwarten. 
Die Verabreichung an die Ratten erfolgte tiglich durch Schlund- 
sonde. Zur Kontrolle wurde etwa gleichzeitig eine Priifung ebenso 





1) Scheunert u. Schieblich, Biochem. Z. 263, 444 (1933). 
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hergestellter Lésungen von reinem #-Carotin durchgefiihrt und 
hierbei ebenfalls als Tageszulagen 1,257, 2,57 und 5y gewihlt. 
Als niedrigste Dosis wurden 1,25 7 deshalb verwandt, weil uns 
auf Grund zahlreicher friiherer Versuche bekannt ist, daB die 
T'ageszugabe von 1,25 y §-Carotin die vorher an Vitamin A ver- 
armten jungen wachsenden Ratten so vom Vitamin A-Mangel zu 
befreien vermag, wie es den Vorschriften unserer Methode 
entspricht. 

Diese Bedingungen sind folgende: Die Hauptperiode dauert 
35 Tage, es wird verlangt, daB in dieser Zeit die bestehende 
Xerophthalmie oder Keratomalacie geheilt wird, es darf in dieser 
Zeit auch keine neue Erkrankung dieser Art eintreten. Ferner 
miissen die Tiere die Zeit iiberleben. Beziiglich der Heilung der 
Keratomalacie gelten die von Wagner’) veréfientlichten Bedin- 
gungen. Auf die Gewichtszunahme der Tiere wird bei unserer 
Methode kein Wert gelegt. 
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Fig. 1 


Die Methode verlangt, daB jede zu priifende Dosis an eine 
Gruppe von 10 Ratten verabreicht wird. Es wird dann diejenige 
niedrigste Dosis ermittelt, bei welcher mindestens 80°/, der 
verwendeten Ratten den Versuchsbecingungen geniigt haben. Im 





') Biochem. Z. 296, 193 (1938). 
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Hinblick auf die sehr geringen zur Verfiigung stehenden Mengen yon 
Aphanin und Aphanicin mufte die Anzahl der Ratten in einer 
Gruppe auf 5 Tiere beschrinkt werden. Beim Kontrollversuch 
mit #-Carotin hingegen wurden 10 Tiere verwandt. 
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Der Versuchsverlauf wurde in iiblicher Weise in Form von 
Gewichtskurven der Ratten aufgezeichnet, diese werden in den 
beiden Figuren wiedergegeben. Daraus stellt sich das Ergebnis 
der Priifung von Aphanin und Aphanicin wie folgt dar: 

Die Gabe von 1,25 y Aphanin tiiglich geniigte nicht, um die Ver- 
suchsbedingungen zu erfiillen. 1 Ratte, Nr. 25558 starb, 3 Ratten, 
Nr, 25879, 25553 und 25909 iiberlebten zwar den Versuch, 
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- wurden aber von Keratomalacie nicht geheilt, nur das 5. Tier ge- 
 nigte. Die Gruppe, welche 2,5 y Aphanin erhielt, war hingegen 
 geniigend, hier war nur 1 Tier, Nr. 24871, gestorben, wihrend simt- 
' liche anderen Tiere den Versuch iiberlebten und von Keratomalacie 
geheilt wurden, ebenso geniigte dementsprechend die Zulage von 5y. 


Der Versuch mit Aphanicin verlief in anderer Weise: 
Die niedrigste Dosis, welche gepriift werden sollte, war 


_ hier 2,5 7, sie gentigte nicht, da 2 Tiere gestorben waren und 


die drei anderen noch am Ende des Versuches Keratomalacie 


_ aufwiesen. Auch die Gruppe mit 5y war noch ungeniigend, 
_2Tiere, also mehr als 80°/, der Gruppe, waren gestorben, die 


drei anderen geniigten aber den Bedingungen. Bei Nr. 24641 
und 25008 war die bestehende Keratomalacie geheilt, Nr. 24902 
hatte keine Keratomalacie gehabt und hatte die Hauptperiode, 
ohne da& Keratomalacie ausgebrochen war, iiberstanden. 


Zusammenfassung 
Nach diesen Ergebnissen ist zunaichst einwandfrei festgestellt, 


_ daB beide Carotinoide Vitamin A-Wirkung aufweisen, und zwar ist 


Aphanin deutlich wirksamer als Aphanicin. Da infolge Mangels 
an Material nur 5 Tiere je Gruppe verwandt werden konnten und 
auch eine weitere Staffelung der Zulagemengen nicht méglich war, 
kann ein genauer Vergleich beider Carotinoide untereinander nicht 
mit volliger Sicherheit erfolgen. Man wird aber sagen kénnen, 
da8 Aphanin mindestens die doppelte Wirksamkeit wie das 
Aphanicin ausiibt. 

Zum Vergleich kann nunmehr der Versuchsverlauf mit #-Carotin 
herangezogen werden, dieser ist kurvenmifBig in Fig. 2 dargestellt. 
Man sieht daraus, daB die Zulagemenge von 1,25 y den Bedingungen 
unseres Versuches gerade geniigt hat, da 80°/, der Tiere die Bedin- 
gungen erfillten. Das gleiche ist bei den héheren Dosen von 2,5 y 
und 5 y der Fall. Es kann daraus geschlossen werden, daf das 
6-Carotin wirksamer als Aphanin und erst recht wirksamer als 
Aphanicin gewesen ist. Nach den vorliegenden Ergebnissen wiirde 
Aphanin die Halfte und Aphanicin giinstigstenfalls +/, der 
Wirkung des #-Carotins besitzen. 

Ks ist, aber bei diesen Schliissen darauf hinzuweisen, daB 
eine Nachpriifung der Versuche mit mehr Material geboten er- 
scheint. Es wire wiinschenswert, so viel Material zu haben, daB 
die benétigten Gruppen 10 Tiere umfassen und daB auch noch 
Zwischendosen gepriift werden kénnten. 
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Ein Beitrag zur Trennung von Dicarbonsduregemischen 
Von 
Friedrich Rennkamp 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1939) 


Obgleich sich die héheren unverzweigten Siuren der Dicarbon- 
siurereihe im Gegensatz zur homologen Reihe der Fettsiiuren 


durch fraktionierte Krystallisation weitgehend voneinander trennen | 


lassen (vgl. dazu Verkade und Mitarbeiter’), Flaschentriger 
und Bernhard’), wurde die fraktionierte Vakuumdestillation der 
Methylester in der von Klenk*) angegebenen Apparatur, die sich 
bei zahlreichen Trennungen von Fettsiuregemischen gut bewiihrt, 
auch auf Trennungen von Dicarbonsiuren ausgedehnt. Denn 
man wird heute 6fters als friiher in biologischem Material nach 
ihnen zu suchen haben und wird daher jedes neue Verfahren be- 
griiBen, das sie von wechselnden Begleitstoffen besser abzutrennen 
und aufzuteilen gestattet. Im folgenden soll eine Trennung eines 
Gemisches von Azelain- und Sebacinsiure beschrieben werden, 
die sich fast verlustlos hat durchfiihren lassen. 

4,8756 g kiuflicher Azelainsiiure (Schmelzp. 106,5°) und 8,4064 g kiiuf- 
licher Sebacinsiure (Schmelzp. 133,5°) wurden vereinigt und mit 160 ccm 
absolutem Methanol und 16ccem konzentrierter Schwefelsiiure 12 Stunden 
unter RiickfluB verestert*). Das Reaktionsprodukt wurde noch warm in 
Eis-Kochsalz-Wasser gegossen und daraus mit Petroliither 3mal extrahiert. 
Der Petrolither wurde neutral gewaschen, getrocknet und verdampft. Da 
das erhaltene Produkt noch sauer reagierte, wurde noch einmal in gleicher 
Weise verestert, die neutral gewaschene petrolitherische Lésung zur Ent- 
fernung etwa unveresterter Siure mit etwa 200 ccm einer etwa n/5-wabBrigen 
Kaliumcarbonatlésung geschiittelt, neutral gewaschen, getrocknet und der 
Ester dargestellt. Er verbraucht, in neutralem Methanol geldést, kein Alkali. 
Aus dem wirigen Carbonatauszug wurden eventuell noch vorhandene Siuren 
oder saure Ester mit Salzsiure in Ather iiberfiihrt, dieser neutral gewaschen 
und getrocknet. Er hinterlieB keinen Riickstand. Ausbeute an Dimethyl- 
ester: 14.81 g = 97,6°/, d. Th. 





*) Bei den niederen Gliedern wird man besser mit Methanol-Salzsiure 
verestern, um Anhydrisierung auszuschlieBen. 
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Der gréBere Teil Ester wurde bei einem Vakuum zwischen 0,01 und 
" 0.02 mm Hg und einer Bad-Temperatur zwischen 125° und 140° in 11 An- 
> teile getrennt (Tab. 1). 


























Tabelle 1 
. Siure nach Umkryst.aus} jest.- 
Frak- Destillat : Siure wenig 20°/,ig. Methanol] pauer 
tion |— : ——|Schmelzp.|——______—_______} , yy 
g Ester Schmelzp. Schmelzp. Aquiv.-Gew. er 
i 0,9857 | fliissig 97,5 106 | 190,6 50 
2 0,9181 | 99 104 106,5 | 190,9 45 
3 10218 | ,, 106 109 «=6| ~=—191,1 50 
4 0,9176 | a 104,5 112 | 196,9 55 
5 0.9649 | ,, 117 120 | 196,8 40 
6 10918 | , 122 126 | 197,4 50 
1 10151 | = *) 124 1295 | 197,9 50 
3 0,8889 | *) 127 132,5 | 201,1 35 
9 0,9183 | 26,5 129 132,5 | 199,6 40 
10 08546 | 27,5 131 138 | 203,2 30 
Nicht tibergetriebener, aus Aceton umkrystallisierter Riickstand 
il 11702 | — | 1255 | 182,5 ae ft — 








+ Summe: 10,6965 g 


Die Esterfraktionen wurden in 2n-methanolischer Kalilauge verseift, 


. das Methanol abdestilliert, bis die K-Salze eben auszufallen begannen, und 
_hei8 mit je 100 cem Ather versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen wurde 


_ abgesaugt, dem Ather Spuren gelésten K-Salzes durch Wasser entzogen 
_und aus den K-Salzen die Siiuren dargestellt. Erst nach mehrtiigigem 


_ Stehen im Exsiceator iiber Schwefelsiiure wurden die Schmelzpunkte bestimmt, 
_ danach aus wenig 20°/,igem Methanol umkrystallisiert und dann der Schmelz- 


punkt wieder bestimmt, sowie die Aquivalentgewichte durch Titration mit 
n 100-Natronlauge ermittelt. 
Fraktion 1: 1,477, 7,061 mg verbr. 7,892, 7,368 cem 
. 2: 1,226, 6,817 , 4, 17,6245, 7,09 __,, 
7,028, 7,258 ,, ,, 1,885, 7,613 ,, 
6,605, 7,249 ,, ,, 6,699, 7,379 ,, 
7,225, 6,570 ,, 4, 1,857, 6,666 ,, 
7,147, 6,892 ,, ,, 7,190, 7,084 ,, 
7,392 a. ‘ 
a 8: 17,098, 6,636 ,,  ,, 17,0225, 6,632. ,, 
. 9: 7,460, 7,118 , ,, 7,491, 1,123 ,, 
10: 6,482, 5,952 , ,, 6,387, 5,852 ,. 
» 11: 6,562, 7,145 , ,, 6,582, 7,0225.,, 


Nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht liegt in den Fraktionen 1. 
und 2. reine Azelainsiiure, in 8., 9., 10., 11. reine Sebacinsiiure vor. 


“1m OF Bm © 


Verbrennungen: 
Fraktion 2. 4,158 mg Subst.: 8,760 mg CO,, 3,220 mg H,0. 


) C,H,,.0, (188,22) Ber. C 5743 H857 £xGef. C 57,56 H 8,68. 


*) Mit Krystallen durchsetzt. 
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Fraktion 10. 4,283 mg Subst.: 9,340 mg CO,, 3,390 mg H,O. 
CioH,,0, (202,24) Ber. C5988 H897 Gef. C 59,51 H 8,86, 

Fraktion 10 (Dimethylester). 3,903 mg Subst.: 8,925 mg CO,, 3,210 mg H,0, 
C,,H,,0, (230,38) Ber. C 62,58 H963 Gef. C6240 4H 9,20. 


Der Berechnung des Prozentgehaltes an Azelainsiiure (Tab. 2) sind die 
Mol.-Gew. 188,22 und 202,24 zugrunde gelegt. 

















Tabelle 2 
’ ; Entspricht 
Fraktion lo Cy Destillat © 

1 100,00 0,9357 
9 100,00 0,9181 
3 79,81 0,8151 
4 38,45 0,3527 
, 39.16 0,3778 
6 34,52 0,3769 
7 30,95 0,3142 











Summe: 4,0905¢g 


Die 4,0905 g errechneter Azelainsiure ergeben, berechnet auf 
das Gesamtdestillat von 10,6965 g, fiir das Ausgangsprodukt einen 
Gehalt an Azelainsiure von 38,24°/,. Der theoretische Wert 
ist 36,71°/,. Der Fehler betrigt also + 1,53°/,. Diese fiir der- 
artige Aufarbeitungen nicht bedeutende Abweichung ist lediglich 
als Folge des unvermeidlichen Titrierfehlers anzusehen. Ich 
zweifle nicht, daB man bei gréBeren Einwagen und Verwendung 
stirkerer Lauge den theoretischen Wert praktisch erreichen kénnte, 
habe aber von vornherein zur Mikrotitration gegriffen, weil ich 
damit rechnen muBte, daB bei spiteren Trennungen kleinere 
Substanzmengen und entsprechend kleinere Fraktionen zur Ver- 
fiigung stehen wiirden. 


Schrifttum 
1. Verkade u. Mitarbeiter, Diese Z. 227, 216 (1934). 
2. Flaschentriger u. Bernhard, Diese Z. 238, 227 (1936). 
3. Klenk, Diese Z. 242, 250 (1936). 
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- zusammensetzung 1:1 besitzen, wird das Cholesterin als ,,Krystall- 













































Uber das Molekiilbindungsvermigen 
von Gallenséiuren und Sterinen 
IV. Cholesterin ') 

Von 
Heinrich Rheinboldt 
[Bearbeitet von Albert Lauber’)] ' 

Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitét Sao Paulo, Brasilien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1939) 


————— ' 


Charakteristisch fiir Cholesterin sind seine Molekiilverbindungen 
mit Saponinen, z. B. die von A. Windaus’*) im Jahre 1909 als 
erste der Reihe entdeckte Verbindung 1-Cholesterin—l-Digitonin. 
In der Folgezeit konnte eine gréBere Anzahl von Saponinen mit 
Cholesterin zu krystallisierten Anlagerungsverbindungen vereinigt 
werden‘), In diesen Verbindungen, welche stets dieselbe Molekular- 


alkohol“ betrachtet, was daraus geschlossen wird, daB einerseits 
Cholesterinester keine derartigen Verbindungen liefern, aber 
andererseits z. B. hdhere aliphatische Alkohole oder Terpenalkohole 
die Rolle des Cholesterins zu iibernehmen vermégen. Ein an- 


1) III. Mitteilung Diese Z. 182, 255 (1929). 

*) Dissertation Universitit Bonn 1928. 

*) Ber. chem. Ges. 42, 240 (1909). 

*) A. Windaus u. A.Schneckenburger, Ber. chem. Ges, 46, 2630 
(1913); Windaus u. R. Weinhold, Diese Z. 126, 299 (1923); L. Kofler 
u. H. Raum, Biochem. Z. 219, 335 (1930); R. Tschesche, Ber. chem. Ges. 
69, 1655 (1936). 

) J. J. L. Zwikker, Pharmaceut. Wbl. (Nd.) 54, 101 (1917); Chem. Z. 
1917, I, 1072. 

*) Von anderen Molekiilverbindungen des Cholesterins mit einem an- 
organischen Partner wurden beschrieben, auBer dem Monohydrat, die 
Verbindungen C,,H,,OH, 2H,SO, und C,,H,,OH,2SbCl, (Gésta Ehren- 
sviird, Chem. Z. 1933, I, 2257) sowie die vermutete (!) unbestindige Ver- 
bindung mit Bariummethylat [Edgar Newbery, J. chem. Soc. Lond. 105, 
380 (1914); Chem. Z. 1914, I, 1412. 
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Einwandfreie Molekiilverbindungen des Cholesterins mit 
anderen organischen Molekeln sind dagegen kaum bekannt ge 
worden, und von den wenigen beschriebenen Beispielen bediirfen | 
die meisten einer kritischen Nachpriifung. Nach Cloéz’) vereinigt | 
sich Cholesterin im iquimolarenVerhiiltnis mit Cholesterin-dibromid, 
nach Merz’) mit Cholesterin-quecksilberchlorid C,,H,,OHg(1. 
Nach J. Mauthner und W. Suida’) bildet Cholesterin mit Oxal. 
siure eine Verbindung im Molarverhiltnis 2:1. F.Hoppe-Seyler™ 
beschreibt eine Verbindung aquimolarer Zusammensetzung wit 
Essigsiure und vermutet, daB auch Butter- und Valeriansiure 
sich mit Cholesterin vereinigen kénnen. Die Existenz dieser Ver- 
bindungen mit Fettsiuren (Ameisen-, Essig-, Propion-, Stearin- 
und Olsiiure) glaubten F.C.Moore und C. P.White) nachweisen 
zu kiénnen: ,,Cholesterol has the remarkable character of being able 
to take up fatty acids to form loose combinations which are not 
the esters“. J.R.Partington?*) kam dagegen durch Bestimmung 
der Temperatur der primaren Krystallisation in den Schmelzen 
von Cholesterin mit Palmitin-, Stearin- und Olsiure zu dem 
Resultat, daB nach dem Verlauf der Erstarrungspunktkurven kein 
Anzeichen fiir das Auftreten einer krystallisierten Verbindung des 
Cholesterins mit einer dieser Siuren vorliegt. Die aus Gemischen 
mit Essig- und Propionsiure erhaltenen Abscheidungen verloren 
zwar beim Erhitzen etwa 1 Mol der Siure, doch wird auch hier 
die Existenz von Verbindungen als zweifelhaft betrachtet. In 
neuerer Zeit wird die Molekilverbindung mit Essigsiure wieder 
erwihnt von G. Denigés!%), der die beim Auskrystallisieren aus 
Lésungen von Cholesterin in aliphatischen Saiuren (Essig-, Propion-, 
Butter-, Isobutter-, Valerian-, Trichloressigsiure u.a., nicht Ameisen- 
siiure) entatehenden charakteristischen W achstumsformen als mikro- 


) Chem. Z. 1897, I, 1128; Jber. Chem. 1897, 1334. 

5 Diese Z. 154, 237 (1926). 

*) Mh. Chem. 24, 664 (1903); Chem. Z. 1903, II, 1236. 

10) J. prakt. Chem. 90, 331 (1863); vgl. auch Beneke, Liebigs Anu. 
127, 106 (1863); F. C. Moore, Medical Chronicle 47, 204 (1907). 

11) J. Path. a. Bacter. 13, 5; zitiert nach Partington, J. chem. Soc. 
Lond. 99, 315 (1911). 

=) J. chem. Soc. Lond. 99, 313 (1911); Chem. Z. 1911, I, 1348. — Diese 
Systeme sind in Landolt- Bérnstein, »Physikalisch- -chemische Tabellen", 
5. Aufl. 1923, und den Ergiinzungsbiinden I (1927), II (1981), IIL (1935) nicht 
registriert. 

18) C. r. Acad. Sci. 196, 1504 (1933); Chem. Z. 1983, II, 1402; vgl. auch 
H. Lettré u. H. H. Inhoffen, ,,Uber Sterine, Gallensiuren und ‘verwandte 
Naturstoffe“ (Stuttgart 1936), S. 15. 
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chemischen Nachweis dieser Siuren empfiehlt*). In neuester Zeit 
wurde von F. Klétzer?®) auf réntgenographischem Wege nach- 
gewiesen, da8 Cholesterin mit Alkohol, Methylalkohol, Pyridin, 
Benzol, Eisessig lockere Additionsverbindungen bildet, welche 
durch verschiedene Debye-Scherrer-Diagramme charakterisiert 
sind, an der Luft jedoch sehr leicht wieder zerfallen. Beschrieben 
wird nur die Verbindung 2(C,,H,,OH)-CH,OH. 

Von negativen Befunden, die sich auf die Untersuchung von 
Zustandsdiagrammen binirer Systeme stiitzen, seien folgende an- 
gefiihrt: Cholesterin und Cholestanol liefern Mischkrystalle unter 
Bildung eines Eutektikums bei 70°/, Cholesterin’®). Ununter- 
brochene Reihen von Mischkrystallen bildet Cholesterin mit Anti- 
pyrin und Sarkosinanhydrid, mit Pyramidon kommt es dagegen 
aur zur Ausbildung eines einfachen Eutektikums [91 °, 34 Gew.-°/, 
Cholesterin}")]. Auch in dem System mit Cetylalkohol wurde nur 
ein einziges Kutektikum beobachtet, jedoch kommt es hier in dem 
weiten Bereich von 5—80 Mol.-°/, Cetylalkohol zur Ausbildung 
fliissiger Krystalle 1°). 

Wir haben mittels unserer ,,Auftau-Schmelzmethode“, wie in 
den vorangegangenen Mitteilungen, die biniren Systeme von 
Cholesterin mit Palmitin- und Stearinsiure, sowie mit den un- 
gesiittigten Saiuren Stearol-, Brassidin- und Behenolsiure unter- 
sucht. In jedem Falle kommt in den ,,Auftau-Schmelzdiagrammen“, 
die in ihrer Form weitgehend iibereinstimmen, nur ein einziges 
Eutektikum zur Ausbildung und die ,,Auftaukurven“ erstrecken 
sich bei gleicher Temperatur horizontal fast durch den ganzen 


4) I. H. Page u. H. Rudy vermuten, daB die von Gaubert [C. r. 
Acad. Sci. 156, 149 (1913)] beschriebenen Verbindungen von Cholesterin mit 
Wein-, Apfel-, Milch-, Malein- und Malonsiure keine Ester, sondern Molekiil- 
verbindungen sind, ,,da gerade das Cholesterin sehr dazu neigt“. Biochem. Z. 
220, 304 (1930). 

1) Z. Krystallogr. 95, 338 (1936); Chem. Z. 1937, I, 2786; Klétzer 
u. G. Wiedemann, Med. Klinik 32, 1805 (1936); Chem. Z. 1937, I, 2787. 

6) J. I. Ssosi, Chem. Z. 1937, II, 3828. I. H. Page u. E. Miiller 
hatten eine Molekiilverbindung beider Komponenten vermutet, Diese Z. 204, 
13 (1932). H. Lettré beobachtete in dem biniren System ,,keine aus- 
gesprochene Mischkrystallbildung“, Liebigs Ann. 495, 41 (1932); Chem. Z. 
1932, II, 879. 

“) P. Pfeiffer u. R.Seydel, Diese Z. 178, 104 (1928). 

**) A. Mlodziejowski, Z. Physik 20, 317 (1924); Chem. Z. 1924, I, 
850; Z. physik. Chem. 135, 129 (1928); Chem. Z. 1928, IT, 1521. Uber fliissige 
Krystalle von Cholesterin mit anderen Partnern vgl. P. Gaubert, C. r. Acad. 
Sei. 202, 141 (1986); Chem. Z. 1936, I, 2494. 
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Konzentrationsbereich, so daB keine Anzeichen fiir das Auftreten 
krystallisierter Verbindungen der Komponenten vorliegen. Die 
Schmelzpunktskurven unserer Zustandsdiagramme der Systeme 
mit Palmitin- und Stearinsiure stimmen mit den von Partington 
erhaltenen Erstarrungspunktkurven praktisch iiberein, nur daB sich, 
wie es im Wesen unserer Methode liegt, die Schmelzpunkte in- 
folge der Unméglichkeit von Uberschreitungserscheinungen in einen 
regelmibigeren Kurvenzug einordnen. 


Die ,,Auftau-Schmelzdiagramme“ der biniren Systeme dieser 
Saéuren mit Cholesterin unterscheiden sich aber wesentlich von 
den entsprechenden mit Cholsiure oder Hyodesoxycholsiure'’), 
Wiahrend bei letzteren der eutektische Punkt auBerordentlich nahe 
bei der Maximalkonzentration der Fettsiuren liegt, ist er bei den 
Systemen mit Cholesterin weiter nach der Mitte des Diagramms 
hin verschoben, so daB es auf der fettsiiurereicheren Seite zur 
Ausbildung sehr flach verlaufender Schmelzpunktskurven kommt. 
Es ist daher sehr wohl méglich, daB sich bei hohen Grenz- 
konzentrationen Mischkrystalle der Komponenten bilden?°). 


Versuche 


Das kiufliche Cholesterin wurde durch wiederholtes Umkrystallisieren 
aus absolutem Alkohol gereinigt und besaS nach intensivem Trocknen im 
Vakuum die Schmelzdaten Auftaup. 143,5° und Schmelzp. 146° (unkorr.). 


1. Palmitinsféure und Cholesterin. Die Komponenten bilden 
miteinander ein einziges Kutektikum mit 25 Gew.-°/, Cholesterin 
und dem Schmelzp. 56° Der Verlauf der beiden Aste der Schmelz- 
punktskurve stimmt im wesentlichen iiberein mit dem Befunde von 
Partington, dessen Erstarrungspunkte in Fig. 1 zum Vergleich 
angegeben sind; der horizontale Verlauf der Auftaukurve beweist 
eindeutig, daB es nicht zur Ausbildung einer krystallinen Verbin- 
dung beider Komponenten kommt. 


Die Gemische der Komponenten wurden in einem Glasréhrchen klar 
durchgeschmolzen; die erstarrten Schmelzen wurden 24 Stunden im evakuierten 
Exsiccator belassen und darauf im Achatmérser fein verrieben. Wurden 
die Schmelzen ohne die Nachbehandlung im Vakuumtrockner sofort nach 
dem Erstarren und Erkalten zur Untersuchung verwendet, so lagen sowohl 
die Auftau- wie die Schmelzpunkte etwas tiefer und unregelmiibig. 


1%) Vgl. die Fig.1 und 2 dieser Mitteilung mit den Figuren in Diese Z. 
182, 252, 256 (1929). 
2) Vgl. N. N. Jefremow, Chem. Z. 1931, I, 2554. 
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Fig. 1 
System Palmitinsiure—Cholesterin. © Vergleichsdaten nach J. R. Partington 
e ee 7 
Gow. a | 
Cholesterin 














































































































Auftaup. ° 60'5|56'0156,015€/015¢ 068-0168’ olo6.0 56,0 56,0 56,0 5651143 '5 


Schmelzp. ° [62 0.61, 5/60,3/58, °6159, 0 66,5 87,0 98,0 109,2 121, 8) 129,7/138,4 146,0 


2. Stearinsiure und Cholesterin. In diesem System liegt der 
eutektische Punkt bei 27 Gew.-°/, Cholesterin und 63,5° in ‘ther- 
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——+» Genm/roz. Cholesterin ——» 

Fig. 2 

System Stearinsiure—Cholesterin. © Vergleichsdaten nach J. R. Partington 
einstimmung mit dem Befunde von Partington, dessen Erstarrungs- 
punkte in dem Diagramm der Fig. 2 als umkreiste Punkte ein- 
getragen sind. Herstellung der einzelnen Proben wie bei 1. 
19° 
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88,9/100,0 





Gew.-°/, Cholesterin | 0,0/10,9/19,0/32,0'40,5, 50,3| 59,9| 68,5| 78,5 
Auftaupunkt °. . . |67,5/63,5/63,5 63,5/63,5, 63,5, 63,5) 68,5) 68,5) 63,5/143,5 
Schmelzpunkt, °. . |69,0)67,8/66,4|75,5 90,3 102,3/112,5|120,5|129,3/137,5|146,0 


3. Stearolsdure und Cholesterin. Auch in diesem System kommt 
es nur zur Ausbildung eines einzigen eutektischen Punktes bei 
14 Gew.-°/, Cholesterin und 44°, SBereitung der Substanzproben 


wie bei 1. 














3 = wey eee ; 
Gew.-‘ 0 | | 


Cholesterin | 0,0| 5,5) 9,9/16,1/20,6)29,5/39,5/42,8 52,7| 61,9| 78,3] 89,0/1000 
Auftaup. ° 46,0/44,7/44,2 44,0 44,0/44,0/44,0 44.0 44,0} 44,0) 44,0) 44,5/143,5 
Schmelzp. ° }47,5/46,8/46,0 48,0/58,0/76,5 92,3 96,7 108,5/117,0/127,0|188,5/146,0 





4. Brassidinsfure und Cholesterin. Der eutektische Punkt liegt 
bei 19 Gew.-°/, Cholesterin und 55°. Bereitung der Substanz- 


proben wie bei 1. 











100, 








Gew.-°/, Cholesterin] 0,0| 5,5/14,7/19,5 25,1 32,0 40,3| 59,0/ 78,7| 87,3 
Auftaupunkt °. . {59,0 55,5/55,0 55,0 55,0 55,0 55,0) 55,0) 55,0) 55,0| 148.3 
Schmelzpunkt ° . .|60,0 59,7 /58,2 72,0 72,0 85,0 96,5 |116,2/182,0/138,5 | 146,0 


5. Behenolsdure und Cholesterin. Hutektischer Punkt bei 
14 Gew.-°/, Cholesterin und 52° Bereitung der Substanzproben 


wie bei 1. 





| 











Gew.-°/, | | | | | | 
Cholesterin 00) 5,2 10,9/15,4 20,0,31,5'39,4) 55,8 68,7] 81,6| 90,0) 100,0 
Auftaup. ° [56,0/53,0 52,0/52,0 52,0/52,0 52,0 52,0/ 52,0/ 52,0/ 53,0/143,5 
Schmelzp. ° ]57,5/56,5 55,2/55,5 64,5 /85,0 96,0/114,2/125,0/184,5/139,8 | 146,0 
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